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Il existe depuis plus d’une dizaine d’années une collaboration étroite entre I’Unité Inserm
724/954, le laboratoire de biochimie de I’Université du Bénin (Lomé, Togo) et le laboratoire
de biochimie de I’Université d’Abomey-Calavi (Cotonou, Bénin), dans lequel j’exerce les
fonctions d’attaché de recherche. Cette collaboration a porté sur des études de populations
pour évaluer I’influence des déterminants nutritionnels et génétiques du métabolisme des
monocarbones, d’une part dans des groupes de sujets présumés sains étudiés en fonction de
leur environnement et d’autre part dans trois groupes de pathologies, infectieuses et
métaboliques. Les choix de ces pathologies ont été conditionnés par les problemes actuels de
santé publique de I’Afrique de I’Ouest. Les carences en micronutriments sont le principal
probléme de santé publique concernant le statut nutritionnel des populations de I’ Afrique sub-
saharienne. Elles posent un probleme de santé de premiére priorité pour ce qui concerne les
carences en fer, en iode et en vitamine A, mais I’OMS a également clairement identifié les
folates et la vitamine B12 comme micronutriments devant faire I’objet d’études
épidémiologiques plus approfondies. Ces deux vitamines sont les principaux déterminants du
métabolisme de I’homocystéine, ce qui nous a amené a évaluer leur statut et I’influence sur
I’homocystéinémie, en fonction des interactions nutrigénétiques avec les polymorphismes des
génes impliqués dans leur absorption et dans les enzymes cibles de leur meétabolisme
cellulaire. Notre choix concernant les pathologies a également été conditionné par une
approche de santé publique. En effet, le paludisme et I’hépatite virale B sont les deux
principaux fléaux de I’ Afrique pour ce qui concerne I’infectiologie, méme si le SIDA occupe
de plus en plus une part préoccupante. La gravité du paludisme conditionne les risques dans
les périodes périnatales et de la prime enfance. Parmi les principaux critéres de gravité ont été
clairement identifiés le statut en micronutriments et I’anémie, les deux étant associés d’un
point de vue mécanistique. C’est sur ces évidences que nous avons choisi d’étudier les

déterminants nutritionnels et génétiques du métabolisme des monocarbones avec la gravité du



paludisme (malaria). La méme association a été évaluée avec I’hépatite B pour laquelle il
existe beaucoup moins d’études épidémiologiques évaluant I’impact du statut nutritionnel, en
dehors d’études de toxicologie alimentaire en lien avec les mycotoxines. Enfin, le syndrome
métabolique est un phénoméne émergent préoccupant en Afrique de I’Ouest depuis une
décennie. L’obésité est particulierement prévalente chez les femmes. Par ailleurs, dans la
mesure ou I’homocystéine est un facteur de risque vasculaire nous I’avons considéré, ainsi
que ses déterminants en fonction de I’association avec les autres risques vasculaires
métaboliques, au premier rang desquels figurent les marqueurs du métabolisme lipidique.

En tant qu’attaché de recherche, j’ai été initialement impliqué dans les phases opérationnelles,
recrutement, gestion des biothéques, analyses biochimiques et génétiques. La préparation de
cette thése a été I’occasion pour moi d’approfondir mes connaissances en métabolisme, en
génétique fonctionnelle, mais aussi dans I’analyse avec les outils statistiques, a la fois dans
mon laboratoire d’affectation principale, mais aussi au cours des stages annuels que j’ai
réalisés au sein de I’Unité 724/954, grace au soutien récurrent de I’Ambassade de France au

Bénin et du gouvernement béninois.
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1. L’homocystéine

L"homocystéine (Hcy) est un acide aminé soufré formé au niveau intracellulaire a partir de la
méthionine apportée par I’alimentation. L’Hcy n’est pas codée génétiquement et est absente
des protéines. Elle est synthétisée par toutes les cellules de I’organisme. Le catabolisme de
I’Hcy se produit principalement dans le foie et dans les reins par deux voies: la voie de la

reméthylation et la voie de la transulfuration (Figure 1).
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Figure 1. Schéma simplifié du métabolisme des monocarbones. Tetrahydrofolate (THF),
formyltetrahydrofolate (CHOTHF), 5,10-méthylénetétrahydrofolate(CH2THF), 5-méthylenetétrahydrofolate
(CH3THF), homocystéine (Hcy), méthionine (MET), S-adénosylméthionine (SAM), S-adénosylhomocystéine
(SAH), cystathionine (CYSTA), cystéine (CYS), 5,10-méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR),
méthionine synthase (MS), méthionine synthase réductase (MSR), bétaine-homocystéine méthyltrasférase
(BHMT), cystathionine p-synthase (CBS) (Terruzi et al., 2007).

1.1. La voie de la reméthylation

Elle assure la reméthylation de I’Hcy en méthionine selon deux réactions enzymatiques

distinctes.
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La principale réaction fait intervenir deux enzymes: la 5-méthylénetétrahydrofolate
(5-MTHF), donneuse de groupement méthyl dont la formation est sous la dépendance d’une
enzyme, la 5,10-MTHF réductase, et la méthionine synthase (MS) dont le cofacteur est la
vitamine B12.

Ce transfert du groupe méthyl, qui permet la synthese de la méthionine, n’est possible qu’en
présence de méthylcobalamine ; d’ou la synergie d’action entre la vitamine B9 et la vitamine
Bl2.

La deuxiéme réaction se déroule en grande partie au niveau du foie. Elle est de faible activité,
et fait intervenir une enzyme hépatique, la bétaine-homocystéine méthyltransférase (BHMT).
La bétaine est la molécule donneuse de groupement méthyl.

Mais cette voie est moins importante que la précédente au niveau de la paroi vasculaire et
méme absente dans certains tissus, comme le tissu myocardique (Chen et al., 1999).

En effet, I’importance relative de ces deux voies de reméthylation varie en fonction du tissu
considéré et du statut protéique. En cas d’apport protéique excessif, la voie de la
transsulfuration est favorisée, a I’inverse en cas de déficit protéique, la voie de la

reméthylation est favorisée afin de maintenir un pool cellulaire suffisant en méthionine.

1.2. La voie de la transsulfuration

La majorité de I’Hcy n'est pas reméthylée mais catabolisée en cystéine par la voie de la
transsulfuration. Cette voie permet a la méthionine d’apporter un atome de soufre pour la
formation de cystéine. L activation de la méthionine en S-adénosyl-L-méthionine (SAM) se
fait sous I’influence de la méthionine-adénosyl-transférase (MAT). La SAM, principal

donneur de groupement méthyl de I’organisme, céde ensuite ce groupement pour donner
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naissance a la S-adénosine-L-homocystéine (SAH). Cette molécule est hydrolysée en
adénosine et en homocystéine par la S-adénosyl-L-homocystéine hydrolase (SAHH).

Sous I’influence de la cystathionine-f-synthase (CBS), I’Hcy se condense ensuite avec la
sérine pour former la cystathionine, elle méme clivée et désaminée en cystéine et en a-céto
butyrate (par la cystéine -y -lyase [CGL]).

Ces deux réactions necessitent la présence d’un cofacteur enzymatique, le phosphate de
pyridoxal ou vitamine B6.

Contrairement aux autres voies métaboliques, cette derniere est irréversible, ce qui a pour
conséquence que la cystéine ne peut étre un précurseur pour la synthése de méthionine. Ce

fait revét surtout une importance dans le cadre de recommandations diététiques.

1.3. L’homocystéine circulante

1.3.1. Les différentes formes physicochimiques d’homocystéine circulantes

Il est important de comprendre le terme «homocystéine totale » (t-Hcy) dans un sens
biochimique, parce que ceci aura une pertinence dans les discussions qui suivent sur la
méthodologie et sur les mécanismes pathophysiologiques. Le plasma humain contient des
quantités réduites et oxydées d'Hcy (Mc Cully, 1975).

Des definitions chimiques ont été établies par Butz et du Vigneaud il y a plus de 70 ans
(1932). Le sulfhydryle ou la forme réduite s'appelle homocysteine et le bisulfure ou la forme
oxydée s'appelle homocystine. Les formes du bisulfure existent également avec de la cystéine

et avec des proteines contenant les résidus reactifs de cystéine (homocystéine liée aux

protéines). Les derniéres formes oxydées sont designees sous le nom des disulfides mélangés.
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Les formes oxydées d'homocystéine comportent habituellement 98-99% de I'homocystéine

totale dans le plasma humain, 80-90% sont liées aux protéines (Mc Cully, 1975) (Figure 2).
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Figure 2. Formes circulantes de I’homocystéine.
Une grande partie d’Hcy est liée aux protéines (80-90%).

L'Hcy totale est donc la somme de toutes les formes d'Hcy qui existent dans le plasma ou
sérum.
Sur la base des travaux menés, la gamme de la concentration totale en Hcy dans le plasma

« des adultes en bonne santé » est 5-15 umol/L (Tableau 1) (Ueland et al., 1993).

Homocystéine
umol/L
Normal 5-15
Souhaitable <10
Hyperhomocystéinémic
Modérée 16 - 25
Intermédiaire 26 - 50
Sévére > 50

Tableau 1. Valeurs normales et pathologiques d’homocysteine.

Cependant, il faut étre prudent dans l'utilisation de prétendues « gammes normales » pour

I'nomocystéine. Certains travaux ont prouvé que le risque pour la MC est représenté par un
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continuum de concentration totale en homocystéine, avec le risque substantiel se produisant
entre 10 et 15 pumol/L (Robinson et al., 1995).

Dans la plupart des cas, les évenements cardiovasculaires surviennent avec des
hyperhomocystéinémies modérées (15-25 pumol/L) (Ueland et al., 1992; Green et al., 1995;
Mayer et al., 1996). Cependant, si la fonction rénale est altérée, le taux de t-Hcy peut atteindre

les concentrations intermédiaires (25-50 umol/L) (Dennis et al., 1996; Bostom et al., 1997).

2. Facteurs favorisant une hyperhomocystéinémie

Les déterminants de I'Hcy totale plasmatique sont complexes et impliquent des déterminants

environnementaux, nutritionnels et génétiques.

Hyperhomocystéinémies

Causes Intermédiaire et modérée Sévere
(16 — 50 pmol/L) (> 50 umol/L)
Génétiques Déficit hétérozygote en CBS Déficit homozygote en CBS

Polymorphisme MTHFR C677T Déficit homozygote en MTHFR
Déficit en méthionine synthase

Nutritionnelles Déficit en folates
Déficit en Vitamine B6
Déficit en Vitamine B12

Thérapeutiques Anticonvulsivantes
Méthotrexate
Phénytoine
Monoxyde d’azote
Azaribine

Etats pathologiques |  Insuffisance rénale chronique
hypothyroidie
Psoriasis
Avrthrite rhumatoide
Diabete type Il
Cancers (pancréas, sein, ovaire)

Tableau 2. Causes d’hyperhomocystéinemie.
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2.1. Les déterminants environnementaux

Les principaux facteurs environnementaux qui contribuent a une hyperhomocystéinémie
modérée, incluent I'age, le sexe, certains médicaments et différentes conditions pathologiques.
Les personnes agées ont des taux plus élevés d’Hcy. Dans ce groupe d’age, le statut
vitaminique a une influence majeure (Selhub et al., 1993). Les hommes ont une Hcy plus
élevée que les femmes, due a une plus grande masse musculaire ou aux effets sur les
hormones sexuelles (Jacobsen et al., 1994; Anderson et al., 1992).

L hyperhomocystéinémie modeérée peut étre liée a la prise des certains médicaments comme
le methotrexate, la phénytoine, la carbamazepine qui interférent avec le métabolisme des
folates, le monoxyde d’azote, qui inactivent la vitamine B12, I’azaribine qui empéche
I’activité de la CBS (Ueland et al., 1992). Les contraceptifs, la pénicillamine ou les
oestrogénes oraux diminuent I’Hcy (Ueland et al., 1989). Mais d’une maniére générale, des
suppléments en folates et/ou en vitamine B12 sont suffisants pour abaisser le taux d’Hcy
(Ueland et al., 1989). Des conditions pathologiques comme I’hypothyroidie, I’insuffisance
rénale, les affections inflammatoires (notamment intestinales), I’arthrite rhumatoide, le
psoriasis, le diabéte de type Il, les maladies lymphoprolifératives et certains cancers (sein,

ovaire, pancréas) peuvent augmenter les taux d’Hcy (De Bree et al., 2002).

2.2. Facteurs nutritionnels

2.2.1. Les folates ou vitamine B9

La vitamine B9, comme toutes les vitamines du groupe B, est hydrosoluble. La vitamine B9,

ou folacine, est aussi appelée acide folique pour la forme synthétisée servant de supplément et

folates pour celle présente naturellement dans les aliments.
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Les caracteristiques génerales

Le terme de « folates » (ou folacine ou vitamine B9) qualifie I’ensemble des composés dans

lesquels I’acide ptéroique est lié & une ou plusieurs molécules de glutamate (Figure 3).
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OH N -I
e
i o
: < lcooH
""""""""" Acide glutamigue

Acide ptéroigque

Figure 3. Structure de I’Acide foligque.

La plus grande partie de I’acide folique est présente dans les aliments sous forme de
polyglutamates (entre 1 et 7 résidus glutamates reliés en chaine au glutamyl constitutif).
L’absorption se fait au niveau du duodénum et du jéjunum, aprés hydrolyse en
monoglutamate; c’est un processus actif saturable tres dépendant du pH et du sodium. Le sang

portal achemine I’acide ptéroylglutamique au foie ou il est méthylé (Guilland, 1992).

C’est sous cette forme que la molécule est transportée dans le sérum, excrétée dans la bile,
puis réabsorbée. Ce cycle entérohépatique représente une trés forte circulation quotidienne de
folates (>80 pg/jour) et constitue une voie importante de redistribution de I’acide folique aux

tissus périphériques.
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Les fonctions physiologiques

Les folates facilitent le transfert des unités monocarbonées a partir de multiples biomolécules
vers des nombreuses réactions biosynthétiques telles que la synthése de purine et de
pyrimidine, la synthése de la méthionine a partir de I’Hcy. Un apport adéquat en folates est
essentiel pour la division cellulaire et I'hnoméostasie, en produisant de I'ADN (Scott et al.,

1998).

Réduction de I’acide folique

Pour étre métaboliquement active, la molécule doit étre réduite par une enzyme, la
dihydrofolate réductase (DHFR) qui fixe d’abord 2, puis 4 atomes d’hydrogéne sur la
molécule, ce qui explique sa grande sensibilité a I’oxydation. Ainsi, le ptéroylglutamate subit

une double réduction en THF (tétrahydrofolate).

Méthylation du THF
La fixation des groupements monocarbonés en 5 et 10 conduit aux formes circulantes et

actives (5,10-MTHF et 5-MTHF).

Déméthylation du 5-MTHF

La molécule de 5-MTHF véhiculée par le serum doit étre déméthylée pour intégrer le cycle
folique cellulaire, et ce transfert de méthyl qui permet la synthese de la méthionine, nécessite
la MTHFR et son cofacteur enzymatique, la méthylcobalamine.

C’est en tant que donneur de méthyl que I’acide folique joue un réle fondamental dans le

métabolisme de I’Hcy et, par voie de conséquence, dans le métabolisme cérébral et nerveux.
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2.2.2. Lavitamine B12

La vitamine B12 appartient a la famille des corrinoides. Elle est constituée d’un noyau corrine
et d’un ribonucléotide reliés entre eux par un pont amino2- propanol (Figure 4)

- le ribonucléotide : il résulte de la condensation de la 5,6 - diméthylbenzimidazole (= base
azotée) avec un sucre, le ribose 3’ phosphate.

Le noyau corrine : il est formé d’un atome de Cobalt (Co) central relié & 4 noyaux pyrroles
ainsi qu’a un ligand anionique (- X), dont la nature permettra de définir :

* La cyanocobalamine (- X = - CN), I’hydroxocobalamine (- X = -OH) : ces 2 composés sont
a Co 3+, stables et utilisés en thérapeutique.

* La méthylcobalamine (- X = - CH3), et la 5’-désoxyadenosyl cobalamine (- X = -5°d

Ad) sont les formes coenzymes actives (avec Co 1+).
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Figure 4. Structure de la vitamine B12 ou cobalamine (Guéant et Namour, 2003).
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Métabolisme

La vitamine B12 est preésente dans les aliments d’origine animale et est exclusivement
synthétisée par des bactéries. Liée aux protéines, elle est libérée du support alimentaire dans
I’estomac sous I’effet du pH acide. L’ absorption digestive (iléon) nécessite la liaison a une
protéine, le facteur intrinseque synthétisé par les cellules pariétales gastriques. Le transport est

assuré par des transporteurs spécifiques : les transcobalamines I, 11, I11.

La transcobalamine 11

Elle est la plus importante car elle fixe plus de 80 % de la vitamine B12 absorbée. C’est une
glycoprotéine de 38 000 Da synthétisée par divers tissus et cellules (hépatocytes, entérocytes,
macrophages, cellules médullaires). Elle délivre la vitamine B12 aux cellules utilisatrices
(moelle osseuse, foie, glandes endocrines) par un mécanisme d’endocytose récepteur-

dépendant.

Les transcobalamines | et 111

Ce sont des glycoprotéines ubiquitaires (PM = 120 000 Da) produites essentiellement par les

granulocytes, surtout les promyélocytes et myélocytes. Elles transportent la B12 sans la

distribuer aux cellules utilisatrices.

2.2.3. La vitamine B6

La vitamine B6, en tant que cofacteur de la CBS et de la CGL (voie de transulfuration) est un

important modulateur des taux plasmatiques d’Hcy.
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Le terme « vitamine B6 » désigne 6 composés : le pyridoxal (PL), la pyridoxine (PN), la
pyridoxamine (PM), et leurs dérivés phosphorylés respectifs, le pyridoxal 5’-phosphate (PLP),
la pyridoxamine 5’-phosphate (PMP), et la pyridoxine 5’-phosphate (PNP).

Nous nous intéresserons seulement au phosphate de pyridoxal ou PLP.

Meétabolisme

Dans la lumiére de I’intestin gréle, le PLP et le PMP présents dans les produits animaux sont
hydrolysés par une phosphatase pour étre absorbés sous forme de PL et de PM par
I’entérocyte, par un mécanisme de diffusion passive non saturable (Guilland, 1992).

Le PLP est formé par phosphorylation du PL catalysé par la pyridoxal kinase. Certains tissus
(le foie, le cerveau et les érythrocytes) peuvent synthétiser le PLP a partir de la PN (présents
dans les produits végétaux).

Le foie est le principal site de synthese du PLP et c’est le seul organe capable de libérer dans
le sang la vitamine B6, sous forme de PLP. Le r6le tres important de ces vitamines du groupe
B comme cofacteurs enzymatiques et comme substrats dans le métabolisme de I’Hcy explique

la relation inverse entre les taux plasmatiques d’Hcy et ceux de vitamines B9, B6 et B12.

2.3. Facteurs Génétiques

Les polymorphismes ou variants génétiques du génome sont secondaires a des mutations qui
sont le plus souvent des mutations uniques (single nucleotide polymorphism ou SNP).
Environ 3 millions de polymorphismes dans I'ensemble du génome humain ont été rapportes
(Cardon et Palmer, 2003). 1l existe plusieurs polymorphismes des enzymes intervenant dans le

cycle des folates et la reméthylation de I'homocystéine. Il s'agit principalement de variants
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génétiques des enzymes MTHFR (677 C—T, 1298 A—C et 1317T—C), MS (2756 A—G),
MSR (66 A—G). De plus, un polymorphisme portant sur une protéine de transport de la
vitamine B12, la transcobalamine, a été rapporté et peut également s'associer a une
hyperhomocystéinémie relative (TCN 776 C—G) (Namour et al., 2003). L'incidence
fonctionnelle d'un polymorphisme enzymatique donné n'est pas toujours connue. Cependant,
les polymorphismes des enzymes du cycle des folates (MTHFR et MS) affectent notamment
le statut en homocystéine des sujets et conditionnent les besoins nutritionnels relatifs de la

population concernée en vitamines du groupe B.

2.3.1. Les polymorphismes du gene MTHFR C677T, A1298C, T1317C

Le géne de la MTHFR fut localisé par Goyette et al. en 1994, dans le chromosome 1. Le géne
de la MTHFR comprend 11 exons (Goyette et al. 1998). Plus tard, Gaughan 2000 et al. ont
montré que le gene ne contient pas TATA box, mais contient plusieurs iloéts CpG tres
importants pour les sites d’union pour les autres facteurs de transcription. MTHFR catalyse la
formation de 5 méthyl-THF a partir de méthyléne-THF 5.10. Ce dérivé méthylé du THF est
nécessaire pour la reméthylation de I'nomocysteine en méthionine.

Le polymorphisme C677T (substitution d’une alanine pour une valine dans la séquence
protéique) rend MTHFR thermolabile avec une diminution de 50% de son activité (Frosst et
al. 1995). Deux autres polymorphismes de type SNP ont été identifiés dans le gene MTHFR,
A1298C et une mutation silencieuse T1317C (Akar et al. 2000).

La prédominance du polymorphisme C677T est relativement élevée dans la population
générale; la prédominance des homozygotes 677TT de cette mutation autosomique récessive,

est de 5 a 15% et 50% d’hétérozygotes dans les populations caucasienne et asiatique ; il existe
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une faible incidence dans les populations africaine et américaine (Bailey et al. 1999;
Brattstrom et al. 1998 ; Adjalla et al., 2003).

La concentration de t-Hcy est d’autant plus élevée chez les porteurs du génotype 677TT que le
statut folique est déficient (Jacques et al., 1996; Brattstrom et al., 1998; Mc Quillan et al.,
1999; de Bree, 2001) ou qu’il existe des apports insuffisants (McQuillan et al. 1999; de Bree,
2001). Il existe d’autres polymorphismes, dont le plus fréquent est A1298C. Ce

polymorphisme considéré isolément n’a pas d’influence sur la concentration en Hcy.

2.3.2. Le polymorphisme MTR A2756G

La reméthylation de I’homocystéine en méthionine nécessite une enzyme, la 5-
méthyltétrahydrofolate-homocystéine S-méthyltransférase, mieux connue sur le nom de
méthionine synthase (MS). Cette enzyme a comme cofacteur la vitamine B12.

En 1996 Li et al. ont isolé et caractérisé le géne humain de la MS (MTR dans la nomenclature
des geénes). Comme pour MTHFR, le géne codant pour I’enzyme se trouve dans le
chromosome 1 (1943) (Leclerc et al., 1996).

Les mutations de MTR peuvent produire une diminution de I’activité de I’enzyme et par
conséquent une élévation de I’Hcy. Le polymorphisme A2756G (substitution d’un résidu
d’acide aspartique par la glycine) a été décrit par (Leclerc et al., 1996; Chen et al., 1997). La
diminution de I’activité enzymatique joue un role dans la tumorigénese et dans le retard
mental lorsqu’elle est associée a un statut insuffisant en vitamine B12 ou a un polymorphisme
de la MTHFR (677 C—T) (Wilson et al., 1998). Ce polymorphisme a donc été étudié
principalement dans les anomalies du tube neural et du Syndrome de Down (Li et al., 1996;
Gulati et al., 1996; Doolin et al. 2002; Bosco et al., 2003). La relation entre ce polymorphisme

et les MCV a été étudiée plus récemment (Zhang et al., 2004).
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2.3.3. Le polymorphisme MTRR A66G

La reméthylation de I’Hcy en méthionine nécessite la MS dont le cofacteur est la
cob(l)alamine, ensuite la cob(l)alamine est oxydée en cob(ll)alamine, ce qui rend la MS
inactive. La méhionine synthase reductase (MSR) régénere la forme fonctionnelle de la
cobalamine (Brown et al., 2000).

Un polymorphisme du géne de la MSR (MTRR A66G) se traduit par une substitution d’une
isoleucine par une méthionine dans la sequence protéique. MTRR GG peut théoriquement

influencer le transport cellulaire et le métabolisme de la vitamine B12.

2.3.4. Le polymorphisme TCN C776G

La transcobalamine Il (TCII) est une globuline plasmatique de transport de la vitamine B12.
Son absence provoque une anémie mégaloblastique sévere détectée dés I’enfance (Hakami et
al., 1971). Le gene (TCN) de la TCII peut présenter plusieurs polymorphismes a I’origine de
modifications de la concentration plasmatique en homocystéine. La mutation la plus
commune correspond a la substitution d’une base cystine en guanine en position 776 (C776G)
(Namour et al., 2001). La conséquence au niveau protéique est le remplacement d’un acide
aminé arginine aux dépens d’une proline (codon 259) (Namour et al., 2001). L alléle TCN 776
G diminue la transcription de la TCII et il existe par conséquent une diminution de la
concentration plasmatique en TCII. L’influence faible de I’allele TCN 776 G sur la
concentration de I’Hcy a été documentée dans des populations Caucasiennes (Namour et al.,

2001, Miller et al., 2002).
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Figure 5. Génes des enzymes intervenant dans le métabolisme de I’homocysteine.

3. Inflammation.

Des études sur des cellules en culture ont démontre que I'Hcy induit la production de plusieurs
cytokines proinflammatoires. L’exposition a I’Hcy de plusieurs types cellulaires en culture,
cellules vasculaires endothéliales humaines, cellules musculaires lisses et monocytes, induit
I'expression de la protéine chémotactique de monocytes 1 (MCP-1) (Poddar et al., 2001,
Wang et al., 2001a, Wang et al., 2001b). MCP-1 augmente l'attachement des monocytes a
I'endothélium et a leur recrutement a I'espace sous- endothélial, une étape critique dans le
développement de la lésion athérosclérotique. L'Hcy augmente également I'expression d'IL-8

(Poddar et al., 2001), un lymphocyte T et neutrophile chémoattractant.
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L augmentation de I’expression de MCP-1 et d’IL-8 par I’Hcy est médiée par I’activation du
NF-kB, un facteur de transcription connu pour stimuler la production des cytokines, des
chémokines, des molécules d'adhérence de leucocyte, et des facteurs hématopoiétiques de
croissance, contribuant ainsi a l'inflammation vasculaire et a I’athérogenese (Ross 1999;
Fuster, 1994; Berliner et al., 1995). Des observations récentes sur des souris Apo-E
déficientes et avec une hyperhomocystéinémie modérée induite, montrent une activation du
NF-kB et par conséquent une production des médiateurs pro-inflammatoires et des cytokines

sur les Iésions athérosclérotiques (Hofmann et al., 2001; Zhou et al., 2003).

3.1. TNF alpha et homocystéine

Le Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) est une cytokine pro-inflammatoire
mutifonctionnelle. Le TNF-o a des effets sur le métabolisme de lipides, la coagulation,
I’insulinorésistance et la fonction endothéliale. In vivo, le TNF-a est capable d’induire une
nécrose hémorragique (Carswell et al., 1975). In vitro, le TNF-a a des effets cytostatiques et
cytotoxiques contre les cellules tumorales humaines (Fiers, 1991). Les effets cytotoxiques
proviennent du Tumor Necrosis Factor Receptor 1 (TNFR-1) (Lehman et al., 1986; Loetscher
et al., 1990; Schall et al., 1990), protéine de 55-60 kDa. Les mécanismes pour lesquels le
TNF-a induit une cytotoxicité sont variables, ils incluent la formation de la Caspase 8
(Vercammen et al., 1998), I’activation de la Phospholipase A2 (Suffys et al., 1987), la
génération des especes réactives a I’oxygéne ( ROS) (Zimmerman et al., 1989; Schultz-
Osthoff et al., 1992], et les altérations de I’ADN (Dealtry et al., 1987).

En plus des effets cytotoxiques bien connus, il semblerait que le TNF-a puisse affecter

I’expression et/ou I’activité des enzymes du métabolisme de I’Hcy, par plusieurs mécanismes.
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3.2. TNF alpha et S-adénosylméthionine

Il a été suggéré que la S-adénosylméthionine (SAM) a une influence sur la cytotoxicité du
TNF-a. Ce processus peut impliquer les Protéines G (Clarke et al.,, 1992) et la
transméthylation. L’inhibition de réactions de transméthylation est associée a une
surproduction du TNF-a. En effet, sur un modéle cellulaire avec des cellules tumorales, il a
été montré que les cellules exposées a I’adénosine et/ou a I’Hcy, produisent plus de TNF-a
(Ratter et al., 1999).

Sur un modeéle animal d’alcoolisme, la relation entre le TNF-a et la SAM a été testée avec des
souris wild-type et knockout en TNFR-1. Ces souris ont été exposées a I’alcool par voie intra
gastrique pendant 4 semaines. Les résultats montrent que les niveaux plasmatiques d’Hcy
étaient 7.4 fois plus élevés chez les souris wild-type et de 6.1 chez les souris knockout en
TNFR-1. Dans ce méme modele, pour tester I’hypothése que les taux élevés en TNF-a
dépendaient de la SAM, certaines souris ont recu un régime riche en bétaine, la différence

entre les deux groupes de souris n’était pas significative (Ji et al., 2003).

3.3. TNF alpha et NF-Kb

On sait que I’altération de la fonction endothéliale joue un réle principal dans I’athérogenese,
et comme nous I’avons vu précédemment, I’Hcy peut altérer la fonction endothéliale en
activant les cellules endothéliales, pré-requis pour le recrutement de leucocytes vers les
plaques athérosclérotiques. Des stimuli extracellulaires comme les cytokines pro-
inflammatoires IL-1 et le TNF-a activent la cascade de transduction dans laquelle converge le
facteur de transcription NF-kB (May et al., 1998 ; Finco et al., 1995). Dans les cellules

endothéliales, les cytokines pro inflammatoires activent les genes NF-kB dépendants, comme
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ICAM-1, VCAM-1 ou certaines chémokines comme MCP-1 (Carlos et al., 1994). Dans les
cellules en repos, c’est I’unité inhibitrice du NF-kB (1kB) qui prédomine dans le cytoplasme
(May et al., 1998 ; Finco et al., 1995). Roth et al., 2001, sur un modéle animal, ont montré que
I’Hey peut causer un déséquilibre entre les différentes voies de signalisation. En effet d’une
part, elle inhibe de maniére sélective I’expression du TNF-a, et d’autre part, elle empéche

I’activation du NF-kB.

3.4. TNF alpha et Cystathionine B-synthase (CBS)

La CBS catalyse la premiére des deux étapes du cycle de la transulfuration de I’Hcy, elle
transforme I’Hcy en cystéine. La cystéine est un précurseur de la glutathionine, I’antioxydant
intracellulaire le plus répandu. La glutathionine joue un réle important dans I’homéostasie
intracellulaire et protege les cellules contre un stress oxydant. De maniére opposee le TNF-a
provoque des lésions au niveau cellulaire par différents mécanismes comme la surproduction
des ROS (Li et al., 1998; Morales et al., 1997). Cependant, la capacité du TNF-a de détruire
les cellules semblerait étre réduite uniqguement aux cellules tumorales et virales (Beutler et al.,
1988). En effet, les cellules normales sont en général insensibles aux effets cytotoxiques du
TNF-0, par un mécanisme tres probablement associé a une capacité anti-oxydante, en
augmentant la synthese de glutathionine (Morales et al., 1997; Czaja et al., 1994).

Zou et Banerjee (2003) ont etudié la CBS dans les cellules hépatiques traitees au TNF-a et
dans un modele animal de souris pour évaluer I’effet du lipopolysaccharide (LPS) sur la
formation des ROS dans la voie de la transsulfuration. Leurs resultats montrent que le TNF-a
augmente I’activité de la CBS et la concentration de gluthation dans les cellules hépatiques,
en plus d’une protéolyse ciblée de la CBS dans le foie de souris traitées avec du LPS. Ces

données montrent qu’il existe une relation entre la CBS et le TNF-a.
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Figure 6. Homocystéine et inflammation. L’homocystéine induit la production des
cytokines (TNF-a) qui génerent les ROS, les altérations de I’ADN et activent la cascade de
transduction de NF-kB (ICAM-1 et VCAM-1); la CBS transforme I’Hcy en cystéine.

4. Les pathologies prévalentes en Afrique au sud du Sahara.

Au nombre des pathologies qui menacent cette partie du monde, mis a part cette derniére
décennie le Sida, nous citerons I’hépatite virale B, le paludisme et le syndrome métabolique
lié a I’obésité.

Dans cette partie de notre introduction bibliographique, nous insisterons plus en détail sur le
paludisme et le syndrome métabolique ; car un article tout particulier, dans nos précédents

travaux, a été déja consacré a I’hépatite virale B (Publication E).

41



4.1. Le paludisme

Le paludisme est une maladie protozoaire transmise par le moustique femelle appelé
«anophele ». La maladie est causée par un petit protozoaire du genre Plasmodium qui infecte
alternativement les hotes humains et les insectes. Probablement d’origine africaine, la maladie
aurait suivi les migrations humaines vers les cotes de la Méditerranée jusqu’en Inde et en Asie
du Sud Est. Dans le passé, le paludisme était fréquent dans le marais Pontins autour de Rome
et son nom était tiré de I’italien « mal-aria » ou « mauvais air » ; il était connu sous le nom de
fievre romaine.

Le paludisme pose aujourd’hui un probléme de santé publique pour plus de 100 pays
représentant un total de 2,4 milliards de personnes, soit environ 40% de la population
mondiale. Ces pays sont essentiellement des pays en développement situés en Afrique, en
Asie et en Amérique Latine. Tous les ans, on recense 300 a 500 millions de personnes
contaminées et environ trois millions de morts, la plupart en Afrique dont environ 1 million
sont des enfants de moins de 5 ans résidant en Afrique subsaharienne. Le nombre de
déces excede aisément celui du SIDA (Aris, 2000).

Cing mille (5000) cas de paludisme ont été diagnostiqués en France en 1998. La France est le
premier pays européen touché par le paludisme d’importation (plus de 7000 cas estimés en
2001 avec 10 a 20 cas de décés par an entre 1998 et 2001. 83% des cas a P.falciparum
viennent de I’Afrique intertropicale surtout de la Céte d’lvoire, du Sénégal, du Mali, du
Cameroun, de Madagascar et des Comores) (Legros et al., 2002).

Le paludisme est une urgence compte tenu du risque imprévisible d’évolution rapide vers une

forme grave des acces a Plasmodium falciparum (neuropaludisme).
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4.1.1. Répartition géographique et émergence

L'Afrique est le continent le plus particulierement touché par le paludisme. Le danger est
quasi nul en Afrique du Nord, mais majeur en Afrique de I'Est, en Afrique subsaharienne et en
Afrique équatoriale.

En Asie, le paludisme est absent des grandes villes et plutét rare dans les plaines cotiéres. Le
danger est majeur dans les zones rurales du Cambodge, de I'Indonésie, du Laos, de la
Malaisie, des Philippines, de la Thailande, du Vietnam et en Chine dans le Yunnan et a
Hainan.

Dans les Antilles, le paludisme sévit a Haiti et pres de la frontiere de la République
dominicaine. En Amérique centrale, il existe quelques micro-zones, mais le risque est
relativement faible.

En Amérique du Sud, le risque est faible dans les grandes villes, mais réel dans les zones
rurales en Bolivie, en Colombie, en Equateur, au Pérou et au Venezuela, et majeur dans toute

la zone amazonienne (OMS, 2005), (Figure 5).
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Figure 7. Distribution du paludisme dans le monde (OMS, 2005) (orange : zone de transmission
du paludisme ; vert:  zone a risque limité ; jaune : pas de paludisme) et risques de transmission
(A : transmission, généralement tres faible, de P. vivax, ou P. falciparum chloroquino-sensible ; B :
transmission, généralement peu importante, de paludisme sensible a I’association chloroquine (ou
atovaguone) + proguan ; C : transmission, généralement élevée de palusdisme chloroquine-résistant).
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Notons que les estimations sont le plus souvent difficiles du fait du manque de fiabilité des
statistiques dans les différents pays concernés. En 2002, des chercheurs de la revue Nature
estimaient a 515 millions le nombre de malades, soit deux fois plus que les estimations de

I’OMS (Snow et al., 2005).

L’une des plus grandes difficultés de la lutte contre le paludisme a I’échelle mondiale tient a
la propagation et a I’intensification de la résistance des parasites aux antipaludéens. Ces
produits étant en nombre limité, il est de plus en plus difficile de mettre sur pied des
politiques relatives a ces médicaments et de prendre en charge la maladie comme il le

faudrait.

Dans les pays qui n’appartiennent pas a I’Afrique subsaharienne, les déces pour cause de
paludisme se produisent principalement chez les personnes non immunes qui contractent une
infection a P. falciparum dans des zones ou il n’existe pas de possibilités de diagnostic et de
traitement.

On signale désormais une résistance de P. vivax a la chloroquine en Indonésie (Irian Jaya), au
Myanmar, en Papouasie-Nouvelle-Guinée et au Vanuatu. Il y a quelquefois également
résistance croisée a I’amodiaquine.

Le paludisme urbain et périurbain est en progression en Asie méridionale et dans de
nombreuses régions d’Afrique. Les conflits militaires et I’agitation sociale, conjugués a des
modifications défavorables du milieu, sont en grande partie responsables de ces épidémies,
car elles entrainent des déplacements vers les zones impaludées d’un grand nombre de
réfugiés non protégés, non immuns et physiquement affaiblis. Ces mouvements de population
entrainent a leur tour de nouvelles flambées de paludisme et rendent encore plus explosives

des situations déja favorables aux épidémies.
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Tout aussi inquiétante est la réémergence du paludisme dans des régions dont il avait été
éradiqué (par exemple en République démocratique populaire de Corée, en République de
Corée et au Tadjikistan), ou sa progression dans des pays ou il était considéré jusqu’ici
comme pratiquement éradiqué (par exemple en Azerbaidjan, dans le nord de I’lraq et en
Turquie). Les épidémies de paludisme qui se produisent actuellement dans la plupart de ces
pays résultent d’une détérioration rapide des opérations de prévention et de lutte, dont les
causes sont multiples.

Les effets économiques du paludisme sont particuliérement visibles dans les zones rurales ou
la maladie frappe souvent a une époque de I’année ou I’agriculture a le plus grand besoin de
main-d’ceuvre. En outre, il est une cause habituelle d’absentéisme scolaire, qui peut parfois
atteindre 28%. On estime que le colt direct et indirect du paludisme pour la seule Afrique

dépasse 2 milliards de dollars des Etats-Unis (OMS, 2005).

4.1.2. Relation hote- vecteur

Le vecteur est I’anophele femelle de la famille des Anophélinés et du genre Culicidés. Les
anophéles femelles se reconnaissent a leur position de repos oblique par rapport au support
sur lequel ils sont posés et a leurs appendices céphaliques. Seule la femelle est hématophage
et pique préférentiellement le soir et la nuit.

Quatre espéces plasmodiales peuvent étre responsables de I’infection chez I’lhnomme qui est le
seul hdéte réservoir: Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae et

Plasmodium falciparum.

¢ Plasmodium falciparum : le plus répandu, a I’ensemble de la zone intertropicale. Son

incubation est de 7 a 12 jours. Il est responsable de la fiévre tierce maligne, de I’acces
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pernicieux. Il évolue d’une seule tenue, sans rechutes. Il est rare de voir survenir un acces a

Plasmodium falciparum plus de deux mois aprés le départ d’une zone d’endémie.

* Plasmodium vivax possede une répartition large mais il est absent en Afrique noire.

Il est responsable de la fiévre tierce bénigne. Sa durée d’incubation est variable (de 15 jours a

plusieurs mois), il évolue avec des rechutes (accés de reviviscence).

* Plasmodium ovale est essentiellement retrouvé en Afrique noire, sa durée

d’incubation est variable (15 jours a plusieurs années). Il est tres proche de P. vivax.

* Plasmodium malariae présente une répartition plus clairsemée grossierement

superposable a celle de P. falciparum. Il est responsable de la fiévre quarte et d’acces.

Les parasites ont un cycle asexué chez I'nomme et un cycle sexué chez I'anophele femelle. Au
cours de la pigQre, un moustique infecté injecte les formes infestantes qui gagnent rapidement
le foie (cycle exo-érythrocytaire). Apres une phase de multiplication, les parasites sont libérés
dans la circulation sanguine et penétrent dans les hématies (cycle intra-érythrocytaire). La
succession de cycles érythrocytaires provoque les acces fébriles concommitants a la libération

d'antigénes et a une hémolyse.
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Figure 8. Cycle de vie du parasite et pathogénie du paludisme a P. falciparum
(Miller et al., 2002). L anophéle en piquant I’hnomme déverse dans la circulation sanguine les
sporozoites qui vont directement se loger dans le foie ou ils se multiplient et donner des
formes agées (les mérozoites) qui sont déversées dans le sang et coloniser les hématies.

4.1.3. Clinique

On distingue les acceés de primo-invasion et les accés de la phase d’état a fievre périodique. Le
tableau clinique des accés de primo-invasion est celui d’un embarras gastrique fébrile associé
a des céphalées et des myalgies. Une hépatomégalie peut parfois étre retrouvée. Puis va
succéder la phase d’état avec une périodicité des acces thermiques. Ces acces palustres sont
caractérisés par la succession de 3 phases a rythme régulier : frissons, chaleur, sueur. Dans la
réalité, les acces sont souvent moins typiques.

Les critéres de gravité ont été définis en 1990 par I’OMS, mais en pratique quotidienne la
définition du paludisme grave doit étre plus large. Chez I’adulte non immun, il peut s’agir du
neuropaludisme (acces pernicieux), mais un tableau d’état septique grave n’est pas rare.

Le neuropaludisme se caractérise par des troubles de la conscience (coma calme), des

convulsions et des troubles neurologiques (troubles du tonus, troubles cérébelleux...).
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La schizogonie profonde de Plasmodium falciparum est a l'origine de complications

redoutables dont la malaria cérébrale. Celle-ci consiste en des thromboses capillaires
responsables de lésions vasculaires et hémorragiques, provoquant des altérations

dégénératives des cellules nerveuses, entourées d'infiltrats cellulaires.

Plusieurs théories sont en présence pour expliquer ces phénomeénes :

o obstacles mécaniques sur la circulation micro-capillaire et veineuse a cause d'une
déformabilité diminuée des érythrocytes parasités et de la formation de "rosettes"
constituées d'un globule rouge parasité auquel adherent, par un mécanisme non élucidé
(les antigenes et les immunoglobulines exposés a sa surface joueraient un role), des
érythrocytes normaux; ces phénomeénes causent une diminution du débit circulatoire et
un coma métabolique réversible;

o adhérence immunologique de globules parasités a l'endothélium vasculaire post-
capillaires causant des ralentissements circulatoires importants; cette adhérence serait
sous la dépendance de certaines protéines de surface des globules parasités visibles au
microscope électronique (protubérances ou "knobs"), des lymphocytes T CD4+, de
certaines interleukines, en particulier du TNF, et de récepteurs endothéliaux du type

ICAM-1.

Des manifestations viscérales peuvent étre associees : splénomégalie, hépatomégalie,
hypoglycémie, ictere, anémie, cedéme aigu du poumon, collapsus, insuffisance rénale
fonctionnelle et troubles de la coagulation. Ces acces graves non traités sont mortels, mais
correctement traités la mortalité reste cependant élevée.

Le paludisme viscéral évolutif survient chez des sujets insuffisamment prémunis et exposés a
des infestations répétées (enfants autochtones, adulte expatrié sous chimioprophylaxie

insuffisamment efficace).
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Il associe une anémie, une dyspnée, une splénomégalie, une fievre modérée a 37.5°C avec des
poussees intermittentes & 38 ou 38.5°C et un retard staturoponderal chez I’enfant.
Biologiquement, on retrouve une anémie rarement brutale, profonde, une leuconeutropénie,
un syndrome inflammatoire, une hypergammaglobulinémie avec une élévation surtout des
IgG. L’identification directe est rarement positive, tandis que le sérodiagnostic décele un taux

élevé d’anticorps antipaludiques (Gentilini M, 1990 ; Malvy et al., 2000).

4.1.4. Diagnostic

Le diagnostic biologique du paludisme est une urgence.

L'anémie est facultative et dépend du stade évolutif de la maladie. Une leucopénie ou une
leucocytose peuvent étre observees. Une thrombopénie est souvent observée au cours du
paludisme a P. falciparum (75% des cas), elle est beaucoup moins fréquente avec les autres
especes.

Aucun élément du tableau clinique du paludisme n'est spécifique de I'infection. Il est donc
important de confirmer le diagnostic par la mise en évidence de ces hématozoaires. Le
prélevement doit étre fait immédiatement sans attendre un frisson ou un pic thermique. Ce
diagnostic repose sur la mise en évidence du parasite par I’examen microscopique d’un frottis
de sang. Cette technique de référence permet d’établir un diagnostic d’espece et d’évaluer la
parasitémie. D’autres techniques plus rapides sont fréqguemment associées au frottis mince : la

goutte épaisse, ou des techniques plus récentes (QBC®, détection d’antigéenes).

4.1.5. Traitement

La prise en charge ambulatoire est possible sous certaines conditions tres strictes.

Habituellement, les formes non compliquées relévent d’une hospitalisation et d’une
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surveillance d’une durée minimum de 24h. La constatation de signes de gravité impose
I’orientation en réanimation. La quinine ou la méfloquine sont les médicaments a utiliser en

premiere intention.

4.1.6. Paludisme et folates

Le paludisme dont le parasite le plus redoutable : le Plasmodium falciparum est un fléau
mondialement reconnu avec pres deux millions de mort par an et des résistances développées
a tous les médicaments disponibles causant ainsi de lourds fardeaux socio-économiques aux
pays des régions tropicales et subtropicales (Mutabingwa et al., 2001).

Au nombre des médicaments antipaludiques couramment utilisés les antifolates se sont
révélés les meilleurs cibles moléculaires comme les enzymes dihydrofolate réductase (DHFR)
et dihydroptéroate synthase (DHPS) qui participent a la voie métabolique des folates (Nzila,
2006).

Le métabolisme des folates est trés important pour la viabilité des parasites du paludisme.
Cette voie est ciblée pour le traitement et la prophylaxie des maladies depuis un demi-siécle et
pour la découverte et I’introduction des médicaments antifolates pour combattre les infections
bactériennes.

Les médicaments antipaludiques les plus répandus dans la gamme de : pyriméthamine (PYR),
proguanil, sulfadoxine (SDX) et dapsone qui ont fourni une chimiothérapie que I’on peut se
permettre dans les pays pauvres, ont pesé spécialement dans la résistance du principal
antimalarique, la chloroquine, qui a inexorablement augmenté (Sibley et al., 2001).

Chez les autres organismes, les voies des cofacteurs des folates sont nécessaires a la
production des purines et pyrimidines pour la réplication d’ADN aussi la synthése et/ou le

catabolisme des plusieurs acides aminés tels : méthionine, glycine, sérine, acide glutamique,
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histidine. Par contre, le répertoire des réactions folate-dépendantes du parasite du paludisme
n’est pas encore bien défini.

Plusieurs approches sont en principe possibles pour étudier la voie des folates, bien que des
difficultés techniques dans la manipulation de parasites comme le Plasmodium falciparum
demeurent encore un important facteur dans les conceptions expérimentales (Walliker et al.,

1987).

4.1.7. SAHH (S-Adénosyl-L-homocystéine hydrolase) et paludisme

L’émergence de la pression sur la résistance du parasite du paludisme aux médicaments
conventionnels a stimulé la recherche sur les anti-palustres qui présentent un nouveau mode
d’action.

La SAHH est un régulateur de la méthylation. Les inhibiteurs de la SAHH affectent le statut
de la méthylation de I’ADN, des protéines et autres molécules. Les inhibiteurs du Plasmodium
falciparum (PfSAHH) sont attendus pour fournir un nouveau type d’agents
chimiothérapeutiques contre le paludisme. Vu le besoin pressant de développer des inhibiteurs
sélectifs comme agents thérapeutiques, seules les structures SAHH humaines sont
actuellement disponibles.

La SAM est le donneur de groupe méthyl le plus largement utilisé. Nombreuses méthyl-
transférases transferent le groupe méthyl SAM a leurs accepteurs biologiques respectifs,
formant la SAH (S-Adénosyl-L-Hcy). La SAH est hydrolysée par la SAHH pour donner
I’Adénosine et la L-Hcy. L’inhibition de la SAHH résulte d’une accumulation de la SAH, un
inhibiteur potentiel de la SAH-dépendante de la méthylation comme la modification en 5’

terminal du RNA messager (mMRNA) de I’eucaryote pour former une « cape structure ». Un
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nombre d’inhibiteurs de la SAHH est choisi pour prévenir la prolifération virale et tumorale
(Chiang, 1998).

La Néplanocine (NépA), un inhibiteur potentiel de la SAHH, est rapportée pour étre un
inhibiteur de la croissance du P. falciparum dans les globules rouges infectés (Whaun et al,
1986). Ainsi, les inhibiteurs de la SAHH sont attendus pour former un nouveau type d’agents
chimiothérapeutiques contre le paludisme ; cependant, la NépoA et ses composés se sont
montrés cytotoxiques dans les cellules humaines (Chiang, 1998) .

Nobutada et al., 2004 ont travaillé sur la structure cristalline de la SAHH du Plasmodium
falciparum (Pf SAHH) et le produit de la réaction : I’Adénosine (Ado).

La connaissance de la structure du complexe Ado dans la combinaison avec une comparaison
structurale de la SAHH humaine (HSSAHH) révéle qu’une substitution unique entre la Pf
SAHH en Cysbh9 et Thr60 de la HSSAHH est prise en compte dans les interactions
différentielles avec les inhibiteurs du nucléoside. Pour examiner le réle du Cys59 dans les
interactions avec les inhibiteurs du nucléoside, un mutant PfSAHH a été préparé. Un
remplacement de Cys59 par Thr résulte du mutant PFSAHH qui montre la sensibilité de
I’inhibiteur de HsSAHH. La présente structure semble fournir les opportunités du choix

potentiel sélectif des inhibiteurs de PFfSAHH.

4.1.8. MTHFR et paludisme

Le Plasmodium falciparum utilise la voie des polyamines, essentielle dans la prolifération et
la différenciation et impose un stress oxydant a la cellule héte accroissant ainsi la perte du
glutathion.

Chillemi et al. 2004 ont examiné les enfants africains du Burkina Faso souffrant du paludisme

grave défini par les criteres de I’OMS et ont conclu une association entre la gravité du
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paludisme et le métabolisme de I’Hcy. L’élévation du taux de I’Hcy serait corrélée
positivement avec la gravité du paludisme et le nombre de parasites, mais négativement avec
le taux de I’Hb et I’age.

L’élévation du taux de I’Hcy en rapport avec la mutation de I’allele 677T MTHFR semble
suggérer un autre mécanisme pour la sélection de cet allele muté. La prévalence de cette
mutation est de I’ordre de 6 & 7% au Burkina Faso (Sadewa et al., 2002 ; Botto et al., 2000).
Dans les autres régions du monde, cette prévalence peut atteindre 35 a 45% (Shaw et al.,
1998 ; Pallaud et al., 2001). Cette différence entre les pays développés et ceux en voie de
développement serait attribuée a la déficience du taux de I’Hcy (Esfahani et al., 2003).

Chez les sujets hétérozygotes la présence du Plasmodium falciparum montrait une
augmentation de I’Hcy. Considérant que le parasite se multiplie dans les globules rouges de
I’héte grace a I’Hcey, le taux élevé de I’Hcy pourrait interférer positivement le métabolisme du
parasite. Dans cette condition, la réaction inverse de la SAHH du Plasmodium ne détermine
pas I’augmentation de la SAH qui inhiberait le métabolisme du parasite, car I’activité de la
SAHH chez le Plasmodium est 21 fois plus faible que celle de la cellule humaine (Nakanishi
et al., 2001). Par conséquent, I’hétérozygote C677T avec un taux élevé serait trés
désavantageux par la présence du Plasmodium falciparum ; au contraire, I’alléle sauvage
C677C du MTHFR jouerait un role protecteur contre le paludisme (Simpore et al., 2000).

Les résultats suggérent qu’au cours du paludisme a Plasmodium falciparum, le dosage
plasmatique de I’Hcy pouvait étre introduit comme un parameétre prédictif de la sévérité et
aussi dans I’efficacité du traitement. Cependant, cette stratégie du traitement est concevable
dans les pays développés. L’introduction du dosage de I’Hcy comme marqueur du pronostic
du paludisme dans les pays au Sud du Sahara est une utopie face a la situation

socioéconomique de ces pays.
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4.1.9. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants
dans lequel les premiers sont élevés (Mylonas et al., 1999 ; Levander et al., 1993). Les ROS
sont les importants pro-oxydants. La production des ROS pendant I’infection malariale
s’opere a travers deux mécanismes :

- Le premier nécessite la dégradation de 1I’hémoglobine par le parasite intracellulaire.
De 14 le fer ferreux Fe** est oxydé pour former le fer ferrique Fe ** aprés que I’héme soit
séparé de la globine et les électrons produits pendant ce processus réagissent avec 1’0,
moléculaire pour former les ROS (Francis et al., 1997 ; Mohan et al., 1992).

- Le second mécanisme requiert I’activation de la réponse immunitaire de 1I’hdte qui
résulte de la production des cytokines TNF-a et IFN-y, et celles-ci augmentent leur taux
respiratoire sur les phagocytes (Jayshree et al., 1992 ; Dockrell et al., 1984). De plus, I’acces
palustre résulte de I’abaissement des enzymes antioxydantes et des substances comme la
catalase, la glutathion peroxydase, la superoxyde dismutase (SOD), I’albumine, le glutathion,
I’acide ascorbique et le tocophérol plasmatique (Erel et al., 1997 ; Thurnham et al., 1991).

La protection du stress oxydatif refléterait la vulnérabilité du Plasmodium des ROS, cela a
été confirmé in vivo apres injection intraveineuse de 1I’H,O, dans le Plasmodium yoelli et le
Plasmodium chabaudi infectant les souris et aprés in vitro tuant ces parasites par I’H,0,
(Dockrell et al., 1984). L’administration des pro-oxydants comme I’alloxan ou le t-
butylhydroperoxyde inhibe le développement du parasite in vivo et in vitro (Clark et al.,
1984). De plus, les caractéristiques génétiques de 1’hdte peuvent accroitre la susceptibilité des
globules rouges pour produire les ROS, ceci induit la déficience de glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G-6-PD), les thalassémies et les hématies falciformes ; toutes ces conditions

sont partiellement protégées du paludisme a Plasmodium falciparum (Senok et al., 1997).
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Depuis que les ROS produites durant I’acces palustre sont corrélées avec le neuropaludisme,
la recherche s’est concentrée sur I’interaction du TNF-a et les autres cytokines et leurs effets
sur la production des ROS en peroxydase des cellules membranaires et la production de

I’cedeme cérébral aprés I’effondrement de la perméabilité vasculaire (Postma et al., 1996).

4.1.10. TNF alpha et paludisme

La pathogenése de la malaria cérébrale (neuropaludisme) reste encore mal comprise. Dans
cette affection, la séquestration des hématies est plus importante dans le cerveau; ce qui peut
expliquer que le coma soit un aspect si fréquent. Trois théories pathogéniques ont été
proposées pour le neuropaludisme humain : la théorie de la perméabilité, la théorie mécanique
et la théorie immunologique. Il semble qu'une combinaison de facteurs dépendants a la fois de
I'ndte et du parasite contribue a la pathologie des crises aigués a P. falciparum et plus
spécialement a la sévérité des lésions au niveau cérébral.

L'étude des mécanismes physiopathologiques étant complexe chez I'hnomme, I’équipe du
Professeur Jurg Gysin de I’Unité de Parasitologie Expérimentale de la Faculté de Médecine,
Université de la Méditerranée a Marseilles a initié un modéle expérimental de malaria
cérébrale chez la souris avec une modélisation in vitro de la malaria cérébrale humaine, en
utilisant des cultures de cellules humaines.

Les recherches dans le modéle expérimental murin de malaria cérébrale ont indiqué que les
complications cérébrales dépendent d'une stimulation inappropriée sur le  systéme
immunitaire chez I'n6te infecté. L'atteinte neurologique et la mortalité associée ne surviennent
que chez I'animal susceptible possédant des lymphocytes T intacts; une des conséquences de

I'activation des cellules T est la production de divers médiateurs de Il'inflammation. Parmi
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ceux-ci, il a été trouvé une cytokine, le facteur nécrosant des tumeurs (“tumour necrosis
factor”, TNF) qui jouerait un réle important dans la pathogenése de la malaria cérébrale.

Au cours des derniéeres années, I’attention a été focalisée sur les meécanismes responsables de
la production excessive de TNF et sur les mécanismes effecteurs de la toxicité vasculaire du
TNF.

Les résultats indiquent que la susceptibilité aux lésions neurovasculaires de la malaria est
associée a une capacité élevée de produire de I'lFN-y en réponse aux antigénes malariques.
Comme la production de cytokines définit les sous-classes de lymphocytes T CD4+, appelées
Thl et Th2, ces données suggeérent que contrairement a d'autres maladies parasitaires, la
malaria cérébrale implique une expansion prédominante des lymphocytes Th1l.

L'utilisation d'un panel danticorps monoclonaux comme traitement in vivo de souris
impaludées a montré que seuls les anticorps dirigés contre la molécule "leucocyte function
adhesion molecule 1" (LFA-1) préviennent les complications cérébrales et la mortalité aigué.
Comme cet anticorps s'est avéré efficace méme lorsqu'il est administré quelques minutes
avant la mort des souris, les propriétés immunosuppressives connues de l'anti-LFA-1 ne
peuvent étre invoquées. Les mécanismes d'action de cet anticorps ont été réévalués. C'est
pourquoi il a été envisagé le rdle possible des plaquettes dans la pathogenéese de la malaria
cerébrale.

Le role clé des plaquettes dans le développement des lésions neurologiques de la malaria
cérébrale a été démontré chez la souris. La fusion de plaquettes a I'endothélium a été décrite
in vitro et in vivo comme un processus physiologique assurant la trophicité des cellules
endothéliales. Dans la malaria sévére, ce processus pourrait étre accentué et participer a la
Iésion endothéliale. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives quant aux mécanismes
d'action de l'anticorps anti-LFA-1 in vivo : l'interférence avec les effets déléteres des

interactions plaquettes-endothélium. Outre la malaria cérébrale, un traitement in vivo par
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anticorps anti-intégrine confere une protection significative dans diverses pathologies. Le role
effecteur des plaquettes dans les atteintes microvasculaires pourrait conduire a de nouvelles

approches thérapeutiques dans les lésions induites par le TNF au sens large.

4.1.11. Dérivés de la vitamine B12 et Paludisme

L’ acquisition de la résistance par le parasite aux antipaludiques existants a suscité le
développement de nouveaux agents chimiothérapeutiques. L’effet des dérivés de la vitamine
B12 sur la formation de la b-hématine (hématozoine) est déterminé dans les conditions
similaires a celles du contenu de la vacuole du parasite utilisant la chloroquine, I’inhibiteur
connu de la formation de I’hématozoine.

L’hémoglobine est ingérée par le parasite au moyen des cytosomes qui étirent le cytoplasme
érythrocytaire et les délivrent au contenu de la vacuole par le transport des vésicules
(Rosenthal et al., 1998 ; Olliaro et al., 1995). Dans la vacuole, I’hémoglobine est digérée par
les enzymes protéolytiques pour donner 4 équivalents de I’hnéme ou du Fe(l1l) protoporphine-
IX ; ainsi que des peptides. Les peptides sont aussi digérés en acides aminés (Rosenthal et al.,
1998 ; Olliaro et al., 1995), une petite portion est utilisée par le parasite (Krugliak et al.,
2002). L’héme est oxydée en hématine qui lyse la membrane du parasite, conduisant a la
mort cellulaire. Dans le P. falciparum, I’héme toxique est détoxifiée par conversion a
I’hématozoine (a peu prés 95%) (Egan et al., 2002).

L’hématozoine apparait trés tot pendant le stade trophozoite du parasite (Olliaro et al., 1995)
et est présente en grandes quantités, comme les particules microcristallines, dans la vacuole.
Ainsi, le parasite détoxifie I’neme par précipitation de I’hématozoine qui lui est inoffensive.
La chloroquine et les autres quinolones antiamarils (comme la quinine) sont de faibles bases

lipophiles et, dans leur forme inactive, diffusent facilement a travers la membrane vacuolaire.
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Cependant, puis que la membrane vacuolaire n’est pas perméable a la forme protonique, les
quinolones s’accumulent dans I’environnement acide de la vacuole. La chloroquine et la
quinine agissent par retardement du débit de la formation de I’hématozoine (Egan, 2003 ;
Tekwani et al., 2005) dans la vacuole permettant ainsi I’accumulation de I’hématine toxique
qui lyse et tue les parasites de la malaria (Egan, 2003 ). Malheureusement, le Plasmodium
falciparum a développé une résistance a la chloroquine et aux autres quinolones antiamarils.
La résistance a la chloroquine est associée aux mutations dans le géne codant pour le PICRT
(transport des protéines dans la vacuole), résultant de la rapide exportation de la chloroquine
de la vacuole du parasite avant qu’elle puisse exercer son effet toxique (Warhurst, 2001 ;
Wellems, 2002). Cependant, le parasite du paludisme n’a pas un contrble génétique sur la
formation de I’hématozoine et ce processus n’est pas assujetti a la pression médicamenteuse
(Wellems, 2002). En conséquence, les composés non apparentés a la chloroquine, mais qui
inhibent la formation de I’hématozoine ont un potentiel antiamaril.

Les dérivés de la vitamine B12 qui seraient capables d’inhiber la formation de I’hématozoine
et capables d’exercer un potentiel antiamaril ont été envisagés. Pour déterminer leur effet sur
la formation de I’hématozoine, les dérives de la vitamine B12 comme Ado-Cbl, CHs-Cbl,
H,O-Cbl, CN-Cbl et dicyanocobalamine ont été testés in vitro pour voir leur effet sur la
croissance du Plasmodium falciparum. L’avantage majeur des cobalamines est qu’ils ne sont
pas toxiques a I’organisme humain, méme a des doses élevées allant jusqu’a 6 mg par jour sur
8 semaines (Takahashi et al., 1999); cela est bien toléré. Dans le plasma humain, les
cobalamines sont trés liés au transport de la Transcobalamine-Il; les liaisons
Transcobalamine-11/cobalamines ont lieu dans le cytoplasme des globules rouges par des
récepteurs médiateurs de I’endocytose. Une fois le complexe formé, la Transcobalamine-I1 est
dégradée dans le lysosome et la cobalamine est libérée (Seetharam, 1999 ; Babior et al.,

2005). La cobalamine libérée est transportée dans le cytoplasme, réduite en Transcobalamine-
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Il et est convertie en CH3-Cbl dans le cytoplasme ou en Ado-Cbl dans la mitochondrie
(Yamanishi et al., 2005). Comme les globules rouges se développent a partir du stage nucléé
précurseur (la moelle osseuse) en réticulocytes et en érythrocytes matures ils perdent leur
capacité a incorporer la transcobalamine-11 liée au CH3-Cbl (Retief et al., 1966).

L’infection & P. falciparum est reconnue médier la réactivation endogéne des transporteurs de
globules rouges et augmenter la permeabilité de la membrane érythrocytaire (Ginsburg et al.,
2005). Aussi, les concentrations utilisées pour inhiber la croissance du parasite
(concentrations supraphysiologiques) pouvaient étre acceptées par les érythrocytes par simple
diffusion indépendante des sites récepteurs (Retief et al., 1966). Toutefois, le mécanisme mis
en évidence ne tient pas compte du transport; le parasite est capable d’incorporer de grosses
molécules telles que les protéines globulaires : la rhodamine A, la transferrine et autres dans
le cytoplasme. La voie non sélective par laquelle ces molécules sont incorporées dans le
parasite peut étre utilisée par le parasite pour absorber la cobalamine encore liée a la
transcobalamine-Il ou a I’haptocorrine. Une fois incorporées dans la vacuole parasitaire, ces
protéines sont susceptibles d’étre digérées par les enzymes protéolytiques (Rosenthal et al.,
1998 ; Olliaro et al., 1995).

Les dérives des cobalamines tels I’Adénosyltranscobalamine  (Ado-Cbl), la
méthyltranscobalamine (CHs-Cbl) et I’aguacobalamine (H,O-Cbl) sont approximativement 4
fois plus inhibiteurs efficaces de la formation de la b-hématine que la chloroquine ; la
cyanocobalamine (CN-Cbl) est Iégérement plus inhibiteur que la chloroquine alors que la
diacynocobalamine n’a aucun effet. Ado-Cbl, CHs-Cbl et CN-Cbl ne s’accumulent pas dans

la vacuole du parasite.
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Figure 9. Diagramme d’un globule rouge contenant un trophozoite montrant le
transport de I’hémoglobine dans la vacuole ou elle est digérée (Chemaly et al., 2007).

4.2. L’obésité et le syndrome métabolique

Les maladies cardiovasculaires représentent I’une des premieres causes de morbi-mortalité
dans le monde. Leur prévalence en milieu hospitalier africain varie entre 7,7 et 24% chez
I’adulte. Avec le developpement, les populations en Afrique au sud du Sahara adoptent de
nouveaux modes de vie dits « occidentaux ». Ceci explique en partie I’émergence dans cette
région des maladies cardiovasculaires qui rentrent dans le cadre des maladies non
transmissibles (MNT) (Lombard et al., 2002).

Selon le rapport sur la santé dans le monde 2002, les maladies cardiovasculaires ont
représenté 9,2% de I’ensemble des decés dans la région africaine en I’an 2000 (contre 8,15%
en 1990) (Decision 179, Control of arterial hypertension in Africa, Addis Abéba, Organisation

de I’Unité africaine, 2002).
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Les maladies cardiovasculaires ont également de graves répercussions socio-économiques en
termes de codt de soins de santé, d’absentéisme, de productivité nationale, sur les individus,
les familles et les communautés (OMS, 2000).

L’une des principales étiologies des affections cardiovasculaires est I’athérosclérose. Le
développement et la progression des plaques d’athérome sont favorisés par un ensemble de
perturbations métaboliques que 1’on désigne par syndrome métabolique (SM).

Le syndrome métabolique ou syndrome d’insulino-résistance ou syndrome X est actuellement
considéré comme un important facteur de risque cardiovasculaire. Le syndrome métabolique
prédit le diabéte et les maladies cardiovasculaires. En présence d’un syndrome métabolique,
le risque de survenue d’un diabete non insulinodépendant est multiplié par trois. Il en est de
méme des accidents vasculaires cérébraux et de la mort subite. Or selon I’OMS, la prévalence

du diabéte augmentera de 170% dans les pays en développement d’ici I’an 2025.

4.2.1. Définition du syndrome métabolique

En 1988, Gérard Reaven, apres les travaux préliminaires de Jean Vague (1957), a introduit le
concept de syndrome X. Ce syndrome est actuellement appelé syndrome (pluri) métabolique
ou syndrome d’insulinorésistance. Il regroupe différents facteurs connus de risque vasculaire.
De nombreuses données suggérent qu’une accumulation excessive de tissu adipeux abdominal
constitue un facteur de risque indépendant de MCV (Rexrode et al., 1998) et que les
caractéristiques du syndrome meétabolique résultent souvent d’un excés de adipocytes
abdominale, spécialement lorsqu’il s’accompagne d’une accumulation importante de tissu
adipeux viscéral (Pascot et al., 2001).

Il n’existe pas de définition universelle du syndrome métabolique ni de consensus réel autour

des critéres utilisés pour son diagnostic (Liao et al., 2004).
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Apres une démarche initiale de I’OMS en 1999 visant a définir le syndrome métabolique
selon une approche physiopathologique qui reposait sur I’évaluation de marqueurs de
résistance a I’insuline, le National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel
I11 en 2001 puis I’Intermational Diabetes Foundation en 2005 ont proposé une approche plus
clinique avec I’objectif d’identifier dans un but de médecine préventive les patients concernés
et donc a risque de développer un diabete de type 2 et des maladies cardio-vasculaires. La
notion de syndrome métabolique est ainsi construite autour d’anomalies du métabolisme des
lipides et des hydrates de carbone, d’une élévation de la tension artérielle, et d’une obésité
viscérale de localisation abdominale. Ces parametres ne rendent cependant pas totalement
compte des mécanismes conduisant au développement du SM. La physiopathologie du SM est
encore aujourd’hui partiellement comprise. Elle résulte vraisemblablement de la combinaison
de facteurs environnementaux, génétiques et épigénétiques. L’obésité viscérale abdominale,
un état d’inflammation chronique de bas grade et un état de résistance a I’insuline sont les
principaux processus susceptibles d’expliquer les différentes composantes de ce syndrome
(Jullien, 2008).

L’obésité abdominale est le facteur clé de ce syndrome. Certains auteurs y associent une
dysfonction endothéliale, une hyper-uricémie, une hypertrophie du ventricule gauche, une
stéatose hépatique non alcoolique NASH (non alcoholic steatohepatitis) qui peut évoluer vers

la fibrose et la cirrhose.
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Facteurs génétiques

*« Anamneése familiale: MCV ischémiques, obésité
abdominale, HTA, dyslipidémie mixte, goutte.

*Excés pondéral obésité.
«Ecarts et excés alimentaires.

!

™~

Environnement

 Stress.

*Sédentarité.
«Excés pondéral obésité.
*Ecarts et excés alimentaires.

e

* Dyslipidémie athérogéne

A Triglycérides , HDL-chol,

“Mndex Chol/HDL-chol, 1 Cholestérol,
/MLipidémie post-prandiale.

* Hyperuricémie.

*Goutte.

R —

Résistance a I'insuline | <—>

V

[

Trouble de latolérance au glucose

V

*HTA.
 Etat pro-coagulant
/M fibrinogéne, TN PAI-1.
* Stéato-hépatite non alcoolique.
* Apnée du sommeil.
* Dysfonction endothéliale microalbuminurie.

*Low grade inflammation

M CRP,ML-6, PTNF-a. Diabéte de type 2

V

Athérothrombose

Tableau 3. Ensemble des facteurs de risque associés au syndrome métabolique.
(Darioli et al., 2003)

4.2.2. Nouvelle définition « mondiale » du SM.

Selon la Fédération Internationale de Diabéte (IDF), le SM est responsable des deux plus
grandes épidémies mondiales, soit les maladies cardiovasculaires et le diabéte de type 2. La
prévalence du SM est d’environ 25 % de la population. Comparativement a la population
normale, les gens atteints du SM ont un risque 3 fois plus élevé de subir un infarctus ou un
accident vasculaire cérébral et un risque 2 fois plus élevé d’en mourir. De plus, pres de 200
millions de personnes souffrant du diabéte et 80 % des diabétiques vont mourir d’une maladie
cardiovasculaire. Ces données ahurissantes font en sorte que nous avons des obligations
morales, médicales et économiques qui justifient le dépistage précoce et le traitement intensif
du SM afin de prévenir le développement du diabéte et des maladies cardiovasculaires.

Plusieurs définitions du SM ont été proposées par différentes organisations comme
I’Organisation Mondiale de la Santé (WHO), National Cholesterol Education Program Adult

Treatment Panel 111 (NCEP ATPIII), European Group for the Study of Insulin Resistance
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(EGIR), American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) (Annales de Biologie
Clinique du Québec, 2005).

Cette diversité de définitions entraine une certaine confusion. Afin de se donner un outil de
diagnostic universel et facilement applicable en clinique, I’IDF a proposé une nouvelle

définition « mondiale » du SM (Tableau 3).

CRITERES LIMITES

Circonférence abdominale selon les ethnies *

Descendance européenne :

Hommes >94 cm

Femmes >80cm

Triglycérides > 1,70 mmol/L ou 1,50 g/L
HDL-Cholestérol

Hommes < 1,04 mmol/L ou 0,40g/L
Femmes < 1,29 mmol/L ou 0,50 g/L
Pression artérielle > 130/85 mm Hg
Glycémie** > 5,6 mmol/L ou 1,10 g/L

Tableau 4. Syndrome métabolique selon I’IDF (3 critéres sur 5 sont nécessaires pour le
diagnostic).

* Definition du SM selon le NCEP ATP III : circonference abdominale ne varie pas selon les
ethnies et est >102 cm chez les hommes et > 88 cm chez les femmes.

** Définition du SM selon le NCEP ATP 1II : glycémie > 6,1 mmol/L.

4.2.3. Obésité

L’ obésité est un état caractérise par un exces de masse grasse répartie de facon généralisée
dans les diverses zones de I’organisme. L’obésité peut étre simplement définie comme une

maladie au cours de laquelle un excédent de masse grasse s’est accumulé jusqu’a avoir des

effets indésirables sur la santé. Toutefois, la quantité des adipocytes en exces, sa répartition
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dans I’organisme et la morbidité qui lui est associee, varient considérablement d’un individu

obeése a l"autre.

4.2.4. Classification et épidémiologie de I’obésité

La classification du surpoids et de I’obésité permet :

- d’effectuer des comparaisons significatives du poids au sein d’une population et d’une

population a I’autre

- d’identifier les sujets et les groupes a risque accru de morbidité et de mortalité

- de déterminer les interventions prioritaires au niveau individuel et communautaire

- de disposer d’une base solide pour évaluer les interventions
L’embonpoint et I’obésité contribuent au diabete de type 2, a I’hypertension artérielle et a
certains cancers (Gilmore, 1999), en plus d’étre des facteurs de risque des maladies du cceur et
de I’accident vasculaire cérébral.
Deux méthodes sont couramment employées pour évaluer I’embonpoint et I’obésité. L’une
des méthodes est I’indice de masse corporelle (IMC). On calcule I’IMC en divisant le poids
(exprimé en kilogrammes) par le carré de la taille (exprimée en metres). Autrement dit, la

formule de Quételet donne :

IMC = Poids (kg) / Taillez (m2)

IMC (Catégorie) Classe d’IMC (kg/m?)
Insuffisant <18.5

Normal 18.5-24.9

Embonpoint 25.0-29.9

Obese >30.0
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Un IMC (kg/m2) entre 25 et 29,9 est consideré comme un signe d’embonpoint. Un IMC de 30
ou plus est un indicateur d’obésité. Dans le cas de certaines personnes ayant une masse
musculaire importante, I’IMC ne refléte peut étre pas correctement la corpulence (Santé
Canada. Lignes directrices pour la classification du poids chez les adultes, Catalogue H49-
179, Ottawa, Santé Canada, 2003).

L’autre maniére d’évaluer I’obésité est de mesurer le tour de taille. Le fait d’avoir un exces de
poids dans la région abdominale est associé a un risque accru de maladie du cceur et
d’accident vasculaire cérébral, d’hypercholestérolémie, de diabéte de type 2 et d’hypertension
artérielle. Le tour de taille permet de mesurer la quantité d’adipocytes stockées au niveau de
la taille. L’homme dont le tour de taille est de 102 cm ou plus et la femme dont le tour de
taille est de 88 cm ou plus sont exposés a un risque plus élevé de diabete, d’hypertension
artérielle, de maladie du cceur ou d’accident vasculaire cérébral. En effet, le risque de voir
apparaitre ces problemes de santé est proportionnel au tour de taille (Santé Canada. Lignes
directrices pour la classification du poids chez les adultes, Catalogue H49-179, Ottawa, Santé
Canada, 2003).

Ces deux méthodes permettent de distinguer deux types d’obésité :

- L’obésité gynoide caractérise le morphotype féminin. Les adipocytes prédominent au
niveau de la partie inférieure du corps (zones glutéales, fémorales). Les personnes
présentant une telle morphologie (souvent qualifiées de « poires ») sont plus exposées
a des complications mécaniques.

- I’obésité androide caractérise le morphotype masculin. Les adipocytes prédominent
au niveau de I’abdomen et du tronc. Les personnes qui présentent ce type d’adiposité
sont qualifiées de « pomme ». L’adiposité androide est maintenant reconnue comme

un important facteur de risque cardiovasculaire (Poulliot et al., 1994).
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La prévalence de I’obésité est en constante augmentation dans le monde. Elle est actuellement
considérée comme une épidémie, parfois dénommeée « globésité ».

On estime que I’obésité frappe 18 % de la population mondiale, et a augmenté de 50 % ces
sept derniéres années. Depuis dix ans, la prévalence de I’obésité a augmenté de 10 a 40 %
dans la majorité des pays européens. L’augmentation la plus spectaculaire concerne le
Royaume-Uni, ou elle a pratiquement doublé entre 1980 et 1995, passant de 6 a 15 % chez les
hommes et de 8 a 17 % chez les femmes. Aux niveaux national et international, le nombre
croissant d’enfants souffrant d’excés de poids ou d’obésité pose véritablement un probléme :
ces enfants connaissent en effet un risque accru de souffrir, a I’age adulte, de maladies
cardiovasculaires, d’hypertension et de diabéte. L’obésité chez les écoliers avoisine les 10 %,
et ce, non seulement dans des pays industrialisés comme les Etats-Unis, le Japon et quelques
pays d’Europe, mais aussi dans des pays en voie d’industrialisation rapide tels que I’ Algérie,
I’Argentine, le Chili, I’Egypte, I’Indonésie, I’Iran, le Kiribati, le Maroc, le Pérou, I’Afrique du
Sud, la Thailande et de nombreux pays de la zone Caraibe (OMS, 2003).

D’aprés N’Diaye, (2007), ces prévalences rapportées par I’OMS sous-estiment probablement
la fréquence réelle de I’obésité en Afrique, si on se réfere aux quelques publications
rapportées.

Au Sénégal, dans une étude datée de 1986, il a été noté une obésité définie comme un
surpoids supérieur ou égal a 10 % du poids idéal calculé selon la formule de Lorentz chez
36,6 % de consultants en médecine interne et chez 28 % de jeunes eléves infirmiéres (Sow et
al., 1986).

Au Cameroun, 37 % des femmes travaillant dans les hétels de Yaoundé sont étiquetées obéses
dans une étude récente (Etoundi et al., 2006) et 33 % des femmes en milieu rural (Etoundi et

al., 2001).
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A I’lle Maurice, une étude rapporte une augmentation spectaculaire de la prévalence de
I’obésité en cing ans : la proportion des hommes obeses est passée de 3,4 % en 1987 a 5,3 %
en 1992 et celle des femmes de 10,4 a 15,2 % dans le méme temps ; cette augmentation est
observée dans toutes les classes d’age et dans tous les groupes ethniques (OMS, 2003).

Aux USA on estime que I’obésité est responsable de 300.000 déces par an; en France la
proportion des personnes en surpoids et des personnes obeéses était de 41,6 % en 2003
(enquéte OBEPI). Au Bénin, une enquéte transversale menée sur un échantillon de 220
individus a Cotonou, révele une prévalence de I’obésité de 16,8% des personnes agées de 21 a
45ans qui prédomine entre 35 et 45ans (Acakpo et al., 2000). Une autre menée en 2008 a
Cotonou estime la prévalence de I’obésité a 18% (Sodjinou et al., 2008) au niveau des
femmes.

L’obésité chez les jeunes hommes était associée a une augmentation des stries lipidiques et a
des lésions plus complexes dans la coronaire droite. En outre, on notait la présence plus
fréquente d’athérosclérose microscopique dans la coronaire descendante antérieure des
individus obeses. Les sujets de race noire présentaient des lésions plus extensives que les
sujets de race blanche et les hommes montraient également des Iésions plus avancées que les

femmes (Zieske et al., 2002).

4.2.5. Physiopathologie de I’obésité

L’obésité apparait a la suite d’un déséquilibre chronique au profit des apports caloriques par
rapport aux dépenses énergétiques. L’excédent d’énergie résultant de ce déséquilibre est
stocké sous forme de triglycérides dans le tissu adipeux.

L’état morbide fait donc suite soit a :

- une augmentation de I’apport calorique
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- une diminution de la dépense d’énergie

- une combinaison des deux mécanismes précédents.
Dans tous les cas la conséquence est un bilan énergétique positif.
La dépense énergétique totale est le colt énergétique nécessaire a la réalisation des grandes
fonctions de [I’organisme (croissance, développement, reproduction, respiration,
circulation...). La dépense énergétique des 24 heures se répartit en trois postes d’inégales
importances :

- Le métabolisme de base qui correspond a la dépense énergétique minimale pour le
fonctionnement et I’entretien de I’organisme dans les conditions standard.

- La dépense énergétique liée a I’activité physique. Elle varie en fonction de la
nature, de la durée, et de I’intensité de I’exercice. Il est évident qu’elle est moindre
en cas de sédentarité.

- L’effet thermique des aliments qui est le colt énergétique nécessaire a la
transformation et au stockage des nutriments.

La dépense énergétique et le métabolisme de repos varient proportionnellement au poids, a la
taille et a la masse maigre. D’autres facteurs tels que I’age, le sexe, la génétique les
influencent également.

L’étiologie de I’obésité est donc multifactorielle. Elle dépend de I’environnement
(augmentation de la consommation de calories, réduction des dépenses liées a I’activité
physique), mais aussi de la génétique (génes régulant la lipolyse, la satiété).

Plusieurs travaux ont prouvé que la consommation spontanée de calories particuliérement
sous forme de lipides est tres augmentée chez I’obése. Par contre, la dépense énergétique est
caractérisée par un déficit de la thermogenese et une réduction de la dépense liée a I’activité

physique ; mais il existe une augmentation du métabolisme de base (Jullien, 2008).
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Le métabolisme énergétique intégre de facon tres étroite les trois classes métaboliques
(glucides, lipides, protéines). Il est soumis a un contrdle hormonal strict qui peut se résumer a
deux systémes antagonistes :

- Le premier, responsable de la mobilisation et de la dépense des réserves fait
intervenir : le cortisol, le glucagon, I’hormone somatotrope, les thyronines, les
catécholamines.

- Le second est celui de la mise en réserve et de I’acquittement des dettes

métaboliques. Il ne comprend que la seule insuline.

4.2.6. Complications de I’obésité

Les complications les plus couramment observées en cas d’obésité sont :

les affections cardio-vasculaires (hypertension artérielle, infarctus du myocarde,
varices, oedemes)

- les affections ostéo-articulaires

- les gastropathies

- les complications respiratoires (dyspnée sine materia, apnées du sommeil)

- les complications métaboliques (diabéte type 2, hyperlipidémie, hyper-uricémie)

- les complications psychologiques

les infections cutanées et les cellulites.

En dehors de ces problemes médicaux objectifs, I’obésité a également des aspects

socioculturels qui différent suivant les zones géographiques.

4.2.7. Approche sociologique de I’obésité
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L’approche sociologique de I’obésité n’est pas la méme selon que I’on se trouve dans une

société occidentale, asiatique ou dans une société africaine.

Dans les sociétés occidentales
Selon le sociologue Jean-Pierre POULAIN, deux axes de recherche peuvent étre
empruntés dans la compréhension de I’obésité dans les sociétés occidentales.

* Le premier axe postule que les statuts économiques sont la cause de I’obésiteé.

La position sociale et les modes de vie influenceraient I’acces a la nourriture et a
I’exercice physique. Dans les socieétés modernes, les dépenses énergétiques des
individus ont considérablement baissé. Les causes en sont le chauffage, la
climatisation des locaux, le développement des moyens de transport collectifs et
individuels, la diminution de I’activité physique liée au travail professionnel.
Parallélement, les consommations alimentaires ont légérement diminuées. Mais
cette baisse s’est opérée de facon socialement diversifiée. Les classes populaires
valorisent "I’énergétique”, "le puissant” et donc consomment plus d’aliments
énergétiques. Cette valorisation peut &tre comprise comme une « revanche sociale
contre la faim ».

Par ailleurs soumis au modéle esthétique de minceur, les hommes et plus encore les
femmes des couches sociales moyennes et supérieures, pratiquent du sport et de
I’exercice d’entretien. Ce n’est pas le cas dans les autres couches sociales.

Tous ces facteurs expliquent que I’obésité des adultes se distribue sur le bas de
I’échelle sociale.

* Le deuxieme axe postule que I’obésité détermine les trajectoires sociales (c’est-a-

dire les statuts économiques).
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L’obése dans les sociétés occidentales souffre de stigmatisation. L’acces a
I’enseignement supeérieur ou & I’emploi, le niveau des revenus, la promotion
professionnelle sont affectés par I’obésité.
L’obésité influe sur la mobilité sociale des individus, en particulier celle des
femmes. L’obésité ralentit par exemple la mobilité intra- générationnelle et
augmente la fréquence de la mobilité inter- générationnelle descendante. C’est
ainsi que les femmes minces font plus fréqguemment des mariages ascendants et
qu’a l’inverse les femmes obéses reéalisent plus souvent des mariages
descendants.
- Dans les societés africaines
Les comportements vis-a-vis de I’obésité ne sont pas aussi tranchés. Il semble
que coexistent le courant traditionaliste et un courant plus moderne qui rappelle
certains aspects des théories occidentales.
En Afrique, les canons de beauté ne correspondent pas tout a fait a la « définition
occidentale ». Particulierement en Afrique noire, des femmes revendiquent leurs
rondeurs. Ces dix derniéres années, on a constaté I’explosion dans de nombreux
pays (y compris le Bénin) du nombre de concours « de reine de beauté de femmes
rondes ».
Il est a noter que dans la tradition africaine, I’obésité était percue comme un signe
d’aisance. Ainsi un homme qui a une femme ronde mérite des égards car cela

signifie gqu’il s’occupe bien de son foyer.

Le développement économique dans un contexte de mondialisation s’accompagne dans les

pays d’Afrique d’une transition nutritionnelle et de mode de vie, marquée, particuliérement

dans les villes, par des changements majeurs dans les systéemes alimentaires, changements liés
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notamment a I’industrialisation de I’alimentation ; les villes sont exposées aux importations
massives de produits alimentaires manufacturées, a la publicité et au marketing des groupes
agroalimentaires, mais aussi a des changements importants et rapides des modes de vie :
sédentarisation et diminution des activités physiques au quotidien, alimentation riche en
énergie, en lipides et en sucres rapides, apparition et progression exponentielle de la
restauration rapide « fast-food », des boissons gazeuses et de I’alcool. Tous ces facteurs, avec
le tabac et le stress des villes, contribuent au développement rapide de ce que I’on appelle le «
syndrome du nouveau monde » dont I’obésité constitue I’un des principaux symptémes avec
le diabete, les dyslipidémies, I’hypertension artérielle, les maladies cardiovasculaires, le
tabagisme et I’alcoolisme; ces maladies chroniques non transmissibles sont étroitement liées

au processus de modernisation, d’acculturation et a une richesse croissante (N’Diaye, 2007).

Il commence a s’établir dans la conscience de la majorité des béninois des nouvelles
générations, que I’obésité est bel et bien un facteur de risque de maladie. Paradoxalement les
populations adoptent de plus en plus des attitudes (telle que la sédentarité) qui favorisent
I’obésité ; la sédentarité pouvant se définir comme un manque de pratique de I’activité
physique minimale répondant aux besoins de I’organisme humain. La sédentarité renforce
toutes les causes de mortalité, double le risque de maladies cardiovasculaires, d’obésité,
d’hypertension artérielle, de troubles lipidiques, de dépression et d’anxiété (Acakpo et al.,

2001).

Les lipides jouent un rdle important dans le déterminisme de I’obésité. Chez I’humain, les
compartiments de réserve énergétique sont principalement occupés par les lipides. Or
I’adaptation entre les quantités oxydées et les quantités ingérées de lipides n’est pas bonne.

Lorsque la balance lipidique est positive, la balance énergétique I’est également.
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4.2.8. Les lipides

Les lipides de I’organisme peuvent étre subdivisés en trois groupes :

- les lipides cellulaires sont essentiellement de deux types, d’une part les lipides
structuraux qui sont une partie intégrante des membranes et autres structures
cellulaires, d’autre part, les adipocytes neutres stockées dans les membranes.
Durant un jelne les adipocytes neutres sont mobilisées mais les lipides structuraux
sont préservés.

- I’adipocyte brune est un type spécial de lipide. Elle représente une faible fraction
des adipocytes corporelles totales. Elle est localisée entre les omoplates, a la nuque,
le long des gros vaisseaux du thorax et de I’abdomen, et dans divers autres endroits.

- les lipides plasmatiques sur lesquels nous nous appesantirons.

4.2.8.1. Les lipides plasmatiques

Ils sont représentés par le cholestérol, les triglycérides, les acides gras non estérifiés, et les

phospholipides. lls ne circulent pas sous une forme libre. Les acides gras non estérifiés se

lient a I’albumine ; le cholestérol, les triglycérides et les phospholipides entrent dans la

composition des complexes lipoprotéiques. Ainsi liés, les lipides sont beaucoup plus solubles.

4.2.8.2 Le cholestérol

Le cholestérol tire son nom du grec chole (bile) et de stereos (solide). C’est un lipide de la

famille des stérols. 1l a deux origines essentiellement :

» alimentaire (viande, ceuf, abats, produits laitiers...) dans 30% des cas

74



» hépatique dans 70% des cas
Le cholestérol est présent sous forme de stérides (cholestérol estérifié) dans la plupart des
tissus des vertébres (foie, cerveau, moelle épiniére).

4.2.8.2.1. Structure et synthése du cholestérol

La molécule de cholestérol est formée d’un noyau cyclo-pentano-phénantrénique ; elle
comporte une fonction hydroxyle. Elle est trés hydrophobe (coefficient de solubilité : 5

micromoles). Sa formule moléculaire est C,7H460 avec une masse molaire de 386,65 g/mol.

Cholestérol

Figure 10. Structure du cholestérol

La numérotation des atomes de carbone du cholestérol est unique pour tous les dérivés biologiques qui en dérivent dans notre
métabolisme.

« Les quatre cycles du noyau cyclopentanoperhydrophénanthréne sont désignés par les lettres A, B, C et D.

* Le carbone en haut du cycle A portant le n°1, les atomes des deux cycles A et B sont numérotés a la suite en tournant dans
le sens direct (1 a 10) ; on passe ensuite aux atomes du cycle C (11 a 14) puis D (15 a 17). Les radicaux méthyles liés aux
carbones 13 et 10 sont désignés par les nombres 18 et 19. Enfin, ceux de la chaine latérale sont désignés : 20 et 21 ; sur le
carbone 20 sont liés les carbones 22 a 25 avec les deux derniers méthyl 26 et 27. Le lanostérol porte 3 méthyles
supplémentaires désignés 28, 29 et 30.

« Les substituants du noyau cyclopentanoperhydrophénanthrene peuvent étre liés en avant du plan de I’écran (espace ) ou en
arriere (espace o).

Le cholestérol est soit fourni a I’organisme par les lipoprotéines circulantes, soit synthétisé
par les cellules. La synthese se fait dans le cytoplasme suivant une voie métabolique. Elle est
principalement hépatique mais peut se faire dans toutes les autres cellules de I’organisme. Elle

se fait a partir de I’hydroxy-méthyl-glutamyl-coenzyme A (HMG-coA) ; celle-ci provient de
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la condensation de trois molécules d’acétyl-coenzyme A (venant des peroxysomes).
L’enzyme clé de la synthese du cholestérol est I’hydroxy-méthyl-glutamyl-coenzyme A
réductase (HMG-coA réductase) qui permet la transformation de ’HMG-coA en mévalonate.
Cette enzyme se trouve dans le réticulum endoplasmique. Par ailleurs, sur la face
cytoplasmique du réticulum endoplasmique, il existe une protéine (Sterol Regulatory Binding
Protein : SREBP) qui agit comme un facteur de transcription des genes qui participent a la

régulation du taux de cholestérol dans les cellules.

La voie métabolique de synthése est rétroinhibée par le cholestérol. En effet quand
I’alimentation est riche en cholestérol, la synthese hépatique diminue et vice versa.

Notons que des radicaux prénoides (isopentényl, géranyl, fainesyl) sont également produits
par cette voie métabolique, mais en faibles quantités.

Le cholestérol est dégradé par la 7-a-hydroxylase en acides biliaires.
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Figure 11. Synthese du cholestérol
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4.2.8.2.2. Role du cholestérol

Le cholestérol est un important constituant des membranes cellulaires. Il s’intercale entre les
phospholipides contribuant a la fluidité des membranes. Il est également le précurseur de
nombreuses autres molécules :
- le cholécalciférol (vitamine D3) dans la peau

les hormones stéroides (cortisol, cortisone, aldostérone) dans les surrénales

les stéroides sexuels (progestérone, cestrogene, testostérone) dans les gonades

les acides biliaires dans le foie.
C’est donc un constituant physiologique de I’organisme ; mais son exces est a la base de
diverses pathologies. De méme, une anomalie de synthése du cholestérol peut aboutir & des
pathologies telles que la chondrodystrophie calcifiante congénitale, ou le syndrome de Smith-

Lemli-Opitz.

4.2.8.3. Les triglycérides et les acides gras

Les triglycerides sont des adipocytes neutres. Ils sont formés de trois acides gras attachés a un

glycérol. Leur origine est essentiellement intestinale et hépatique. Les acides gras peuvent étre

saturés (sans double liaison) ou insaturés (déshydrogénés, avec un nombre variable de doubles

liaisons).

4.2.8.4 Les lipoproteines et les apolipoprotéines

Etant hydrophobes, le cholestérol et les triglycérides nécessitent pour étre transportés, d’étre

encapsulés dans une enveloppe de phospholipides et de protéines (apoprotéines) appelée
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apolipoprotéine. Le couple lipides plus protéine constitue une lipoprotéine. Chaque
lipoprotéine contient ainsi des milliers de molécules lipidiques (triglycérides et cholestérol en

proportions variables) et une molécule d’apoprotéine.

4.2.8.4.1. Lipoproteéines

On divise les lipoprotéines en six classes selon leur taille et leur contenu en lipides. Leur
densité et donc leur vitesse de sédimentation est inversement proportionnelle a leur contenu
en lipides.
Dans un sérum normal a jeun, les lipoprotéines se répartissent dans un gradient de
concentration saline en trois principales zones de densité :

-les lipoprotéines a tres basse densité (Very Low Density Lipoproteins = VLDL) :

moins de 15%

- les lipoprotéines a basse densité (Low Density Lipoproteins = LDL) : 55%

- les lipoprotéines a haute densité (High Density Lipoproteins = HDL) : 30%. lIs sont

synthétisés dans le foie et les intestins.

Les HDL sont subdivisées en trois zones d’inégale importance :

- Les HDL1, les plus légéres représentent une fraction mineure

- les HDL2 plus denses ont une concentration variable. Elles sont généralement
quantitativement plus importantes chez la femme et I’enfant que chez I’lhomme

- les HDL3 representent la fraction la plus dense et la plus quantitativement

importante des HDL. Sa concentration est a peu prés identique dans les deux sexes.
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Les autres types de lipoprotéines sont :

- Les lipoprotéines de densité intermédiaire (Intermediate density lipoproteins =
IDL) qui ont une densité intermédiaire entre celle des VLDL et des LDL. Elles sont
mineures a jeun.

- les chylomicrons qui s’isolent & une densité inférieure a celle des VLDL. lls se
forment dans la muqueuse de I’intestin durant I’absorption des produits issus de la
digestion des adipocytes. Ils existent donc chez le sujet normal dans les périodes
postprandiales. Les chylomicrons sont constitués a 90% de triglycérides d’origine
alimentaire. Enfin une derniere fraction est constituée des résidus de chylomicrons

encore appelés remnants.

Les lipoprotéines sont organisées en une voie exogene et une voie endogéne.

Les lipides exogenes d’origine alimentaire utilisent le systeme de transport composé des
chylomicrons et de leurs résidus. Ces particules résiduelles sont apportées au foie, ou elles se
lient aux récepteurs des residus de chylomicrons et des LDL. Elles sont immediatement
internalisées par une endocytose dépendante des récepteurs et dégradées dans les lysosomes.

Quant au systeme endogéne il est sous-tendu par les VLDL, IDL, LDL, et HDL. Ces
lipoprotéines assurent le transport des triglycérides et du cholestérol entre les différentes

parties du corps.

Les VLDL se forment dans le foie et transportent les triglycérides qui y sont synthétisés vers

les tissus extra hépatiques. Aprés avoir perdu une bonne partie de leurs triglycérides sous

I’action de la lipoprotéine lipase endothéliale, ces VLDL deviennent des IDL.
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Certaines IDL sont captées par le foie ; celles qui restent perdent encore plus de triglycérides
et de proteines et deviennent alors des LDL. La concentration des lipoprotéines en cholestérol
augmente ainsi relativement, au fur et a mesure qu’elles s’appauvrissent en triglycérides.
L’enrichissement en cholestérol se fait aussi lors d’échanges avec le HDL par I’intermédiaire

d’une protéine de transfert : Cholesterol Ester Transfer Protein (CETP).

Les LDL approvisionnent les tissus en cholestérol ; elles transportent les 2/3 du cholestérol
circulant a toutes les cellules de I’organisme pour le renouvellement des membranes
cellulaires. Selon leurs besoins en cholestérol, les cellules expriment plus ou moins de
récepteurs aux LDL. Au niveau du foie il existe beaucoup de récepteurs aux LDL car les
besoins en cholestérol (pour la synthése des acides biliaires) sont importants. Les molécules
de LDL sont captées dans le foie par une endocytose dépendante des récepteurs. L’endosome
fusionne ensuite avec un lysosome et la lipase acide qui s’y trouve hydrolyse les esters de

cholestérol, fournissant ainsi du cholestérol libre que la cellule peut utiliser.

Les LDL sont aussi captées par un systeme de plus faible affinité présent dans les
macrophages et autres cellules. En fait, il existe en dehors des LDL natives, d’autres LDL
anormales (petites et denses). Celles-ci ont peu d’affinité pour leurs récepteurs et restent dans
la circulation jusqu’a pénétrer les parois artérielles. Elles y subissent une oxydation et une
captation par les macrophages "éboueurs”. Ces cellules agissent par I’intermédiaire de leurs

« scavenger receptors ».

Lorsque les macrophages sont ainsi surchargés, ils deviennent des cellules spumeuses (foam

cells) qui a leur tour stimulent une réaction inflammatoire sous endothéliale. Les cellules
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spumeuses sont observées dans les lésions athéroscléreuses précoces. Ceci confére un role

athérogéne aux LDL.

Il semble que les HDL recaptent le cholestérol des parois artérielles qu’elles ramenent au foie.
Le cholestérol est ensuite excrété dans la bile, aidant ainsi a abaisser la cholestérolémie. D’ou

le role anti-athérogene des HDL.

La lipoprotéine (a) est une LDL qui contient une apoprotéine particuliere nommée (a). Un
taux élevé de cette LDL (> 30 mg/dL) est un facteur de risque indépendant d’infarctus du

myocarde.

4.2.8.4.2. Les apolipoproteéines

Les apolipoprotéines sont des glycoprotéines. Leur masse moléculaire est trés variable, de

6.500 a 550.000 daltons. Elles sont réparties en groupes: A, B, C, D, et E. Les

apolipoprotéines se répartissent diversement dans les lipoprotéines.

Ainsi, la membrane entourant les HDL est constituée de 65% d’apoprotéines A-l. Le taux

sérique de ces derniers est de 1,4 + 0,3 g/L.

Les apolipoprotéines B-100 se réepartissent exclusivement dans les lipoprotéines de basse

densité ; elles représentent la totalité des apoprotéines des LDL et 30% de celles des VLDL.

Leur concentration est de 1+ 0,3 g/L dans le sérum.
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Les apolipoprotéines C (C-I, C-11, C-111) et les E se répartissent entre les VLDL, les IDL et les
HDL. La membrane des chylomicrons est composée des apolipoprotéines A-I, A-Il, C, E
d’origine hépatique et des apolipoprotéines A-1V et B-48 d’origine exclusivement intestinale.

Les apolipoprotéines donnent par leurs points isoélectriques variés, des mobilités différentes
aux lipoprotéines en électrophorése. Les HDL migrent parmi les a-globulines (d’ou leur nom
d’alpha lipoproteines), les LDL migrent parmi les B-globulines (béta lipoprotéines) et enfin

les VLDL migrent entre les deux (o,-lipoprotéines ou pré-p-lipoprotéines).

Les valeurs lipidiques normales peuvent se définir comme celles qui n’induisent pas
d’athérosclérose, méme en présence de facteurs de risque non lipidiques. Les valeurs
optimales sont fort exigeantes et présentes seulement chez une minorité de la population. Il ne

s’agit donc pas de simples normes de laboratoire.

D’apres les recommandations internationales, les taux de lipides ne doivent pas étre
considérés isolément mais doivent étre mis en relation avec la présence d’autres facteurs pour

définir le risque cardio-vasculaire.

En I’absence de facteur de risque cardio-vasculaire, les taux suivants sont considérés comme

normaux :

- cholestérol total < 1,90 g/L
- cholestérol HDL > 0,50 g/L chez la femme (> 0,40 g/L chez I’homme)
- triglycérides < 1,50 g/L

- cholestérol LDL < 1,60 g/L.
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En cas de modifications pathologiques primitives ou secondaires des lipides sériques, on parle

de dyslipidémies.

En pratique ce terme regroupe :

les hypercholestérolémies pures

les hypertriglycéridémies

les hyperlipidémies mixtes qui associent les deux entités précédentes.

Les hypercholestérolémies ont un rdle primordial dans la constitution des maladies
cardiovasculaires puisqu’elles participent a la genese de I’athérosclérose. C’est la fraction

LDL qui exerce I’action athérogeéne.

Le rble athérogéne des triglycérides est moindre que celui du LDL cholestérol, mais il est

d’autant plus élevé que le HDL est bas.

La plupart des dyslipidémies résultent d’une interaction entre génétique et environnement.
Les dyslipidémies purement génétiques sont rares ; de méme les dyslipidémies purement

acquises sont peu fréquentes. Les dyslipidémies athérogenes couramment détectables sont :

I’hypercholestérolémie LDL

I’hypocholestérolémie HDL

I’hypertriglycéridémie

I’hyperlipoprotéinémie (a).
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4.2.8.5. Role des adipocytes dans le syndrome métabolique

Les adipocytes sont des cellules conjonctives fixes, arrondies, isolées ou constitutives du tissu
adipeux, hébergeant dans leurs cytoplasmes une volumineuse gouttelette lipidique.

On distingue trois types de tissus adipeux de topographies différentes: le tissu adipeux
gynoide, le tissu adipeux androide sous—cutané et le tissu adipeux viscéral :

- le tissu adipeux gynoide résulte d’une hyperplasie adipocytaire. Son développement
serait favorisé par la progestérone et inhibé par les androgeénes. Il n’est sensible a la
lipolyse que lors de la lactation. Le tissu adipeux gynoide apparait ainsi comme un
tissu de réserve énergétique essentiel pour la survie de I’espéce.

- le tissu adipeux androide qu’il soit sous-cutané ou périviscéral résulte d’une
hypertrophie adipocytaire. 1l est caractérisé par une sensibilité lipolytique
importante. Cette topographie "cushingoide” avec surcharge adipeuse viscerale

serait favorisée par plusieurs facteurs dont I’hyperinsulinisme.

Le tissu adipeux est actuellement considéré comme un véritable organe endocrinien et non
plus uniguement comme un lieu ou I’énergie est stockée en attendant d’étre mobilisée. En
effet plusieurs études ont établi que le tissu adipeux est capable de sécréter de nombreuses
molécules de nature peptidique ou non, dotées de propriétés régulatrices ; on les regroupe

sous le terme d’adipocytokines (Mohamed-Ali et al, 1998 ; Trayhurn et al, 2004).

On peut citer :

la leptine : qui intervient dans la régulation hypothalamique du poids corporel.

le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF- o) : qui induit I’insulino-résistance

I’interleukine - 6 (IL - 6)

la résistine
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- P’inhibiteur de I’activateur du plasminogéne (PAI-1): qui est un agent anti-
fibrinolytique induisant une augmentation du risque thrombotique.

- I’angiotensinogene et I’angiotensine : qui influencent la fonction vasculaire et
participent a la régulation de la pression artérielle

- les protéines de la voie alterne du complément

- le TGF-B (transforming growth factor- )

Par ailleurs des prostaglandines (PGE-2), des protéines impliquées dans la régulation du
métabolisme lipidique, des oestrogénes (chez la femme ménopausée) sont également

synthétisés et sécrétés par le tissu adipeux.

Les adipocytokines agissent soit par voie endocrine, soit par voie paracrine ou autocrine.
Virtuellement, tous les facteurs sécrétés par le tissu adipeux vont étre modifiés lors de
variations de masse grasse, qu’il s’agisse d’augmentation (obésité) ou de diminution anormale

(cachexie, lipoatrophie).

4.2.8.5.1. La leptine

La leptine est une hormone protéique de 16 KDa synthétisée en priorité par les tissus adipeux
et encodée par le gene ob (obese). Elle autorégule ses taux plasmatiques en fonction de la
diminution ou de I’augmentation des réserves adipeuses selon un feed-back négatif. Elle agit
sur son principal tissu cible (I’hypothalamus) aprés s’étre liée a un récepteur de type
«cytokine» qui lui est propre, et ainsi influencer la sensibilité a I’insuline (Fasshauer et al.,

2003).
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L’action centrale de la leptine consiste en :
- une induction de la satiété
- une augmentation des dépenses énergétiques

- une adaptation neuro-endocrine au jedne

Par ailleurs, la leptine joue un réle important dans I’induction de la puberté puis dans le
maintien d’une activité normale de I’axe gonadotrope et de la fertilité (Harris, 2000). Ceci
pourrait expliquer la diminution de I’activité de I’axe gonadotrope habituellement observée

chez les personnes atteintes d’obésité pathologique.

A c6té de son action centrale, la leptine peut agir directement sur certains tissus periphéeriques.
Ainsi, au niveau musculaire, elle augmente la sensibilit¢ a I’insuline et I’utilisation du
glucose. Elle entraine une insulinorésistance au niveau des adipocytes, atténue I’effet
inhibiteur de I’insuline sur la néoglucogenése hépatique, inhibe la sécrétion d’insuline par les

cellules B du pancréas endocrine.

Des récepteurs de la leptine sont également présents au niveau des tissus cibles du
métabolisme énergétique (foie, muscles et tissu adipeux), tissus dans lesquels la leptine
favorise I’oxydation des acides gras. En cas de résistance a la leptine, une accumulation de
triglycérides se produirait en dehors du tissu adipeux, induisant une résistance hépatique et
musculaire a I’insuline et inhibant sa sécrétion pancréatique par un phénomeéne de lipotoxicité

(Sandoval et al., 2003).
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4.2.8.5.2. L’ adiponectine

L adiponectine est une protéine fortement exprimée dans le tissu adipeux. Elle est connue
sous plusieurs noms [ACRP30 (Adipocyte Complement-Related Protein of 30 kDa) ou
adipoQ] chez la souris et [GBP28 (Gelatin-Binding Protein 28) ou APM1 (AdiPose Most
abundant gene transcript 1)] chez I’lhomme (Kadowaki et al., 2005). Ses concentrations
circulantes, qui représentent 0,01% des protéines plasmatiques, sont de I’ordre de 5 a 30 mg/L

chez des sujets minces, alors que celles en leptine ne sont que de 2 a 8 pg/L.

Contrairement aux autres adipocytokines, elle posséde plusieurs particularités, qui font son
originalité :

» les concentrations circulantes d’adiponectine sont diminuées chez les patients
obeses insulinorésistants, chez les patients diabétiques de type 2 et chez les sujets
présentant une maladie coronaire ;

> il existe une relation étroite entre I’adiponectinémie et la sensibilité a I’insuline et
une relation inverse entre I’adiponectinémie et le degré d’obésité chez I’homme, qui
touche plus particulierement les adipocytes viscérales ;

» les mécanismes d’action de I’adiponectine en font une molécule qui jouerait un réle
protecteur contre I’athéroclérose et I’insulinorésistance. Le mode d’action de
I’adiponectine sur I’amélioration de la sensibilité a I’insuline se ferait via I’activation
d’une enzyme, I’AMP Activated Protein Kinase (AMPK), dont un des roles serait de
moduler les concentrations cellulaires de malonyl CoA, en inhibant I’acétyl CoA
carboxylase (enzyme intervenant dans la dégradation du malonyl CoA) (Yamauchi
et al., 2002). Ceci aurait pour conséquence une diminution du malonyl CoA

intracellulaire, avec diminution de la lipogenése, associée a une augmentation de la
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béta-oxydation des acides gras. L’adiponectine agirait aussi sur la production
hépatique de glucose, en diminuant I’expression des ARNmM de deux enzymes
essentielles de la néoglucogenése, la phosphoénolpyruvate carboxykinase et la

glucose-6-phosphatase (Kadowaki et al., 2005).

Outre ses effets sur la sensibilité a I’insuline, I’adiponectine exercerait un effet protecteur
vasculaire, en agissant tres précocement dans le processus d’athérogenése, en intervenant dans
la régulation de I’expression des molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales
vasculaires (Ouchi et al., 1999), la transformation des macrophages en cellules spumeuses, et

en modulant la prolifération des cellules musculaires lisses (Arita et al., 2002).

4.2.8.5.3. La résistine

La résistine est exprimée par le tissu adipeux chez I’humain avec une sécrétion
particulierement intense par les adipocytes au niveau abdominal. Chez I’Homme sain
I’expression du gene est trés faible et ne semble pas liée a la sensibilité a I’insuline ( Shuldiner

etal., 2001).

La régulation de la sécrétion de résistine est sans doute complexe et elle n’est pas encore
entierement élucidée. L’expression du gene de la résistine dans les adipocytes (en particulier
chez la souris) est augmentée par les glucocorticoides et I’hyperglycémie sévére. Cependant,
il semblerait que le TNF-a exerce paradoxalement un effet inhibiteur de I’expression de ce

gene.
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Il faut noter que les premiers résultats d’eétudes menées sont contradictoires et ne vont pas

dans le sens d’une contribution forte du gene au syndrome métabolique chez I’humain.

4.2.8.5.4. L’ angiotensinogéne et I’angiotensine 11

L angiotensinogene de méme que les protéines enzymatiques impliquées dans sa conversion
en angiotensine |1, sont exprimés dans le tissu adipeux. Leur mode d’action est de type auto et
paracrine. L’expression du géne codant pour I’angiotensinogéne est stimulée par une
concentration élevée d’acides gras. (Yvan-Charvet et al., 2005).

Les concentrations circulantes de I’angiotensinogene sont corrélées non seulement a la
pression artérielle mais également avec I’indice de masse corporelle. Il est donc hautement
vraisemblable que la production excessive de I’angiotensinogéne et de I’angiotensine I
intervienne dans la physiopathologie de I’hypertension artérielle (HTA) associée a I’obésite.
En dehors de son impact sur I’hypertension (tableau ci-dessous) et sur les anomalies de la
fonction endothéliale chez les sujets obeses, la production excessive de I’angiotensine Il par
les adipocytes pourrait également augmenter le risque thrombotique. En effet, il a été
récemment démontré que I’angiotensine Il stimule de maniere auto et paracrine la production

de PAI-1 par les adipocytes humains.

TA systolique (mm Hg) TA diastoliqgue (mm Hg)
Normale <120 et <80
Pré hypertension 120 - 139 ou 80-89
Hypertension stade 1 140 — 159 ou 90-99
Hypertension stade 2 > 160 ou =>100

Tableau 5. Classification de la tension artérielle selon les normes de la Joint National
Committee (JNC) VII. Septieme rapport du JNC, NIH Publication N° 03 — 5233, May 2003.
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Puisque I’angiotensine 11 induit I’expression de PAI-1 suite & la stimulation de ses récepteurs
de type 1, I'utilisation des médicaments qui bloquent ces récepteurs dans le traitement de
I’hypertension associée a I’obésité pourrait en méme temps réduire le risque thrombo-

embolique.

4.2.8.5.5. L’inhibiteur de I’activateur du plasminogeéne 1 (PAI-1) et TNF alpha.

Le PAI-1 inhibe la fibrinolyse et augmente le risque thrombotique. Il est exprimé et sécrété
chez I’Homme surtout dans le tissu adipeux viscéral. Ses concentrations plasmatiques sont
plus élevées chez les sujets obéses que chez les sujets de poids normal (particulierement
lorsqu’une obésité abdominale est associée a une insulinorésistance). L’expression du PAI-1
est stimulée par les facteurs impliqués dans I’insulinorésistance (TNF-a, angiotensine I,
glucocorticoides) et par d’autres facteurs tels que TGF- B, interleukine-1p3. Par contre le
troglitazone qui améliore la sensibilité & I’insuline, exerce un effet inhibiteur sur cette
expression. L’utilisation du thiazolidinedione pourrait donc également réduire le risque

thrombotique chez les sujets obeses et diabétiques.

Le TNF-a, cytokine intervenant dans les processus inflammatoires et immunitaires, est
également surexprimé par les adipocytes des sujets atteints d’obésité pathologique. Il participe
a I’apparition de I’insulinorésistance qui accompagne I’accumulation des adipocytes au

niveau viscéral (Montague et al., 1998).
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4.2.8.6. L’insuline

L’insuline est une hormone peptidique composée de 51 acides aminés répartis en deux
chaines peptidiques (chaines A et B). Son poids moléculaire est de 5.808 daltons. La synthése

de I’insuline a lieu dans les cellules p du pancréas endocrine.

Les hexoses (glucose, mannose) sont de puissants stimulateurs la synthese et de la sécrétion
de I’insuline. Il existe dans I’organisme des hormones de contre- régulation de la sécrétion
insulinique : catécholamines, glucagon et hormone de croissance. La demi-vie de I’insuline
est de 4 a 5 minutes ; son inactivation est principalement hépatique (au moins 50% de

I’insuline sécrétée) mais aussi rénale.

4.2.8.6.1. Réle de I’insuline sur le métabolisme des lipoprotéines

L’insuline joue un réle essentiel dans la régulation du métabolisme lipidique. Les principaux
sites d’action de I’insuline sur le métabolisme des lipoprotéines sont indiqués sur la figure ci-

dessous.

Au niveau du tissu adipeux, I’insuline inhibe la lipase hormonosensible. Elle a ainsi un effet
antilypolitique favorisant le stockage des triglycérides dans I’adipocyte et réduisant le
déversement d’acides gras non estérifiés dans la circulation.

Au niveau hépatique, I’insuline inhibe la production de VLDL. L’effet inhibiteur de I’insuline
sur la production hépatique de VLDL a clairement été mis en évidence in vivo. C’est ainsi que
chez le sujet sain, il est observe sous I’effet de I’insuline une inhibition de la production de

VLDL-triglycérides (-67 %) et de la production d’apo B des VLDL (-52 %) (Lewis et al.,
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1993 ; Malmstrom et al., 1998). L’insuline apparait réduire la production de VLDL, non
seulement en diminuant le taux des acides gras non estérifiés dans la circulation (limitant ainsi
les substrats nécessaires a la formation des VLDL), mais aussi par un effet inhibiteur direct

dans I’hépatocyte (Malmstrom et al., 1998).

L’insuline, par son action stimulatrice de la lipoprotéine lipase, favorise le métabolisme des
lipoprotéines riches en triglycérides (chylomicrons, chylomicron-remnants, VLDL et IDL). Il
a été montré que I’insuline augmentait directement I’activité de la lipoprotéine lipase
(Taskinen et al., 1992). Par ailleurs, il est observé sous I’effet de I’insuline une augmentation
de I’ARN messager de la lipoprotéine lipase dans le tissu adipeux, témoignant d’un effet

positif direct de I’insuline sur sa synthése (Fried et al., 1993).
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Figure 12. Principaux sites d’action de I’insuline dans le métabolisme des lipides.

VLDL : Very Low Density Lipoprotein ; IDL : Intermediate Density Lipoprotein, LDL : Low Density Lipoprotein ; HDL : High Density
Lipoprotein ; LPL : lipoprotéine lipase ; HL : hépatique lipase ; CETP : Cholesteryl ester Transfer protein ; LCAT : lecithin-cholesterol acyl
transferase ; AGL : acides gras non estérifiés ; LRP : LDL-receptor related protein ; B/E rec. : récepteur B/E (LDL récepteur) ; ABCAL :
ATP binding cassette transporteur Al. 1 : Iinsuline inhibe la lipase hormone-sensitive ; 2 : I’insuline active la LipoProtéine Lipase (LPL) ; 3
: I’insuline inhibe la production hépatique de VLDL ; 4 : I’insuline augmente I’expression des récepteurs LDL (B/E rec) ; 5 : I’insuline active
la LCAT ; 6 : I'insuline active I’hépatique Lipase (HL) [Verges, Nutrition clinique et métabolisme 21 (2007) 9-16].

L’insulinémie peut étre dosée par radio-immunologie, et est généralement exprimée en unité
d’action biologique. Les taux a jeun sont inférieurs a 20 pUIl/mL, ce qui correspond a 0,8

ng/mL ou a 138 pmol d’insuline par litre.
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Les effets métaboliques de I’insuline sont essentiellement de type anabolique (c’est-a-dire
qu’ils aboutissent a la mise en réserve de nutriments) ; lls intéressent aussi bien les glucides,
les protéines que les lipides. L’insuline a une action hypoglycémiante. En périphérie elle
favorise I’accélération de I’utilisation musculaire du glucose. L’insuline stimule la synthese
des protéines par le foie, les muscles, et autres tissus périphériques. Ceci concourt a un bilan
protidique positif favorisant la croissance. Enfin, I’hormone a une action anti-lipolytique.
Dans les adipocytes, elle stimule d’une part I’accumulation des triglycérides (en favorisant la
synthese et I’activité de la lipoprotéine lipase), d’autre part elle inhibe la lipolyse. Le taux
circulant de triglycérides est donc abaissé dans les conditions physiologiques par I’insuline.
C’est ce qui explique que certains auteurs considérent I’hypertriglycéridémie comme un signe

indirect d’insulinorésistance.

4.2.8.6.2. L’insulinorésistance

L’insulinorésistance est un état métabolique physiologique ou pathologique au cours duquel
les cellules cibles de I’insuline ne répondent pas suffisamment, en terme de glucorégulation, a
la présence de taux circulants normaux ou €levés d’insuline (Bloomgarden, 2004).
L’insulinorésistance est un facteur de risque cardio-vasculaire "émergent”. En effet, une
résistance chronique a I’insuline est fortement associée au développement de complications
macrovasculaires. Les marqueurs prédictifs de risque de développer une résistance a I’insuline
comportent :

-des facteurs génétiques

- I’origine ethno-géographique

- la sédentarité

- le tabagisme

93



- la malnutrition feetale et/ou un poids de naissance abaissé pour la taille
- mais surtout et avant tout, le développement d’une surcharge pondérale et d’une

obésité de type androide

Lorsqu’il existe une insulinorésistance, on observe souvent une hyperinsulinémie chronique
compensatoire. Les effets métaboliques de I’insuline au niveau de ses tissus cibles suivent

deux grandes voies de signalisation intracellulaire :

» I’une destinée aux effets métaboliques « rapides » (glucorégulation et métabolismes
intermédiaires) : elle est médiée par la voie des Insulin Receptors Substrates (IRS) et
de la phosphatidylinositol-3 kinase (P13-kinase)

» I’autre destinée aux effets « lents » (croissance tissulaire et mitogenése) : elle est
médiée par la voie des Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK). Une partie des
conséquences adverses de I’insulino-résistance résulte d’une hyperactivation de cette

voie (restée insulinosensible) par I’hyperinsulinémie chronique.

L’insulinorésistance peut étre consecutive a un défaut situé au niveau de la liaison de
I’insuline a son récepteur, en raison soit d’une diminution du nombre de récepteurs, soit d’une
baisse de I’affinité de cette liaison (receptor defect). La glycémie peut étre maintenue dans ce
cas dans les limites normales grdce a une sécrétion excessive d’insuline; d’ou I’état
d’hyperinsulinémie qui caractérise fréquemment ce type d’insulinorésistance. Les effets
métaboliques de I’insuline peuvent ainsi étre assurés moyennant I’élévation permanente des

taux circulants d’insuline.
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Lorsque le défaut est situé au-dela de la premiére étape de I’action cellulaire de I’insuline,
«post-receptor defect», I’activité métaboliqgue maximale de I’insuline ne peut plus étre
obtenue, méme en présence de concentrations élevees de I’hormone. Il s’agit dans ce cas, soit
d’une anomalie portant sur le nombre ou la localisation cellulaire des transporteurs de
glucose, soit d’une activité insuffisante des enzymes impliquées dans la glycolyse et/ou dans
I’oxydation des substrats glucidiques. Ces anomalies peuvent étre consécutives a une
élévation des taux circulants d’acides gras non estérifiés et a I’oxydation préférentielle de ces

substrats lipidiques par les muscles.

Cette derniere forme d’insulinorésistance s’observe fréquemment chez les sujets obeses avec
évolution vers le diabete non insulinodépendant. Elle peut également étre la complication

d’un hypercorticisme.

L hyperinsulinisme précéde de 10 a 20 ans la survenue d’un diabéte de type 2. Au stade de
début du syndrome métabolique, les patients peuvent présenter des chiffres glycémiques
normaux. Puis au fur et a mesure que le syndrome s’amplifie, apparait une hyperglycémie
voire un diabete. Tous les patients porteurs d’un syndrome métabolique ne seront pas
diabétiques ; mais ceux qui présenteront ces deux anomalies sont les plus a risque de

développer des complications cardio-vasculaires.

En dehors des troubles de I’homéostasie glucidique, I’insulinorésistance intervient également
dans la genése de I’hypertension artérielle. Elle pourrait jouer un rdle dans la rétention rénale
de sodium, responsable de I’expansion volémique et dans I’augmentation de la résistance

vasculaire périphérique conduisant a I’'HTA.
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La détection de [I’insulinorésistance ne se fait le plus souvent pas directement.
L’insulinorésistance est appréciée par I’intermédiaire de la sensibilité & I’insuline. Le terme de
sensibilité a I’insuline ne couvre pas nécessairement la sensibilité d’une cellule aux nombreux
effets de I’insuline. En effet, certains tissus restent sensibles a I’insuline en présence d’une
résistance musculaire nette (tissu ovarien et développement d’ovaires polykystiques ;
acanthosis nigricans). La présence d’une insulinorésistance peut étre confirmée par I’une des

mesures suivantes :

- le test de tolérance 1V au glucose (Intravenous Glucose Tolerance Test : IVGTT)
- le test court a I’insuline (Insulin Tolerance Test: ITT)

- le clamp eu- ou iso-glycémique et hyperinsulinémique

- I’Homeostasis Model Assessment (HOMA)

- le Continuous Glucose Infusion with Model Assessment (CIGMA).

Les marqueurs indirects d’insulinorésistance souvent pris en compte sont:
I’hypertriglycéridémie, I’hyperinsulinémie, I’acanthosis nigricans. Mais il faut remarquer
selon quelques auteurs que la relation entre insulinorésistance et insulinémie est faible dés lors
que les sujets deviennent dysglycémiques ou lorsqu’ils ont une intolérance glycémique voire

un diabéte de type 2 (Buysschaert, 2004).

Sur le plan physiopathologique on retient que I’insuline favorise la synthése d’ADN et la
prolifération des kératinocytes en agissant sur les récepteurs a I’lGF-1 (Insulin Growth Factor
ou somatomédine A). Ces récepteurs sont normalement sensibles a ces petites molécules

(d’IGF-1) dont la structure est proche de celle de I’insuline. En cas de résistance périphérique

96



a I’insuline, celle-ci peut alors interagir avec les récepteurs d’IGF-1 et déclencher

I’épaississement épidermique (Humbert et al., 1998 ; Jaffiol et al., 1999).

Il est utile de signaler qu’une insulinorésistance peut exister en dehors d’un syndrome
métabolique, notamment en présence d’obésité androide, de diabéte, d’hypertension
essentielle, de syndrome polykystique des ovaires. Le taux dhomocystéine est
significativement plus élevé chez les femmes porteuses d'un SOPK; cette élévation est plus
significative si ces patientes présentent une résistance a l'insuline par rapport a celles qui
n'avaient pas d'insulinorésistance. Il s'avére donc que l'insulinorésistance est le facteur

essentiel influencant le taux d’homocystéine (Schachter, 2003).

4.2.8.7. Relation entre CRP et syndrome métabolique

La présence d’un syndrome métabolique prédispose au développement d’une inflammation
vasculaire chronique qui se traduit par I’activation de macrophages, la production de
cytokines et de divers marqueurs inflammatoires dont la CRP « ultrasensible ». La C-réactive
protéine (CRP) est considérée comme un puissant et indépendant facteur prédictif aussi bien
du diabete que des maladies cardiovasculaires. Elle refléterait la charge d’athéromatose
inflammatoire d’un individu. En outre, chaque paramétre constitutif du syndrome métabolique

est corrélé a une augmentation des taux de CRP (Morrow., 2000).

Selon divers auteurs le risque cardiovasculaire en rapport avec I’élévation des taux de CRP est

lié plus qu’a une simple inflammation. L’un des mécanismes pouvant expliquer I’effet de la

CRP est sa capacité a potentialiser la libération du PAL-1 par les cellules endothéliales.
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4.2.8.8. Traitement du syndrome métabolique

A I’heure actuelle, aucun médicament n’a d’indication spécifique dans le traitement du
syndrome métabolique. La stratégie thérapeutique consiste a prendre en charge
individuellement chaque facteur de risque (HTA, intolérance glucidique ou diabete, obésité,
hyperlipidémie, troubles de I’hémostase et de la coagulabilité) méme si pris isolément il ne
justifie pas un traitement spécifique. Outre ces mesures, il faut associer le traitement de
complications plus spécifiques.

Inhibiteur de recapture sérotonine et noradrénaline (sibutramine)

F rs mé li . . . .
acteurs métaboliques Inhibiteur de I'absorption des graisses (orlistat).

Obésite Inhibiteur des a-glucosidases (acarbose); stimulateurs de la libération
d’insuline (sulfonylurées: carbutamide, glibenclamide) ou de sa
synthése (glitinides:repaglinide); insulinosensibilisateurs (biguanide:
metformine; glitazones: rosiglitazone, pioglitazone).

Intolérance au glucose
Diabéte de type 2

Dyslipidémie
Inhibiteurs de synthése du cholestérol (statines: rosuvastatine,
atorvastatine); activateurs PPARa (fibrates: fénofibrate, gemfibrozil);
inhibiteur de la synthése des VLDL (niacine); séquestrants des acides
biliaires (cholestyramine); inhibiteur de I'absorption intestinale du
cholestérol (ezétimibe).

/|

Facteurs vasculaires

Diurétiques (furosémide, indapamide); [B-bloquants (propranolol,
Hypertension s 2ténolol); antagonistes du Ca?*(dilthiazem, nifédipine); inhibiteurs de

I'enzyme de conversion de l'angiotensine | ( captopril, enalapril);

antagoniste des récepteurs de 'angiotensine (telmisartan, losartan).

Fluidifiants (aspirine); agents anti-plaquettaires (clopidogrel,

Etat prothrombotique
tirofibran).

———)
Etat pro-inflammatoire — Pas de thérapie spécifique (aspirine?).

Figure 13. Composantes du syndrome métabolique, traitements médicamenteux et
mécanismes d’action. Les facteurs de risque du syndrome métabolique sont regroupés en 2 sous-
ensembles, métaboliques et vasculaires. Les classes de médicaments ou de composés mentionnés dans
le traitement des facteurs de risque du syndrome métabolique sont citées a titre indicatif (Chobarian et
al.2003).

Dans le but de réduire I’incidence de la maladie et de minimiser les dépenses de santé, tous
les efforts doivent étre orientés vers la prévention. La prise en charge du syndrome

métabolique repose ainsi, sur les changements dans le régime alimentaire et le mode de vie, et
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sur les thérapies pharmacologiques (Santeé Canada. Lignes directrices pour la classification du

poids chez les adultes, Catalogue H49-179, Ottawa, Santé Canada, 2003).

4.2.8.8.1. Les mesures hygiéno-diététiques

Elles ne s’adressent pas a une composante particuliéere du syndrome métabolique, mais
participe dans une large mesure a la correction de chacune des anomalies métaboliques. Elles
portent sur I’activité physique et I’alimentation. Une intervention précoce portant sur le mode

de vie serait sans doute I’attitude préventive la plus efficace sur le plan codts — bénéfices.

4.2.8.8.2. L activité physique

Le rdle néfaste de la sédentarité dans le développement de I’insulinorésistance et du diabéte
de type 2 est formellement établi. L’exercice physique améliore la sensibilité a I’insuline. Le
seuil minimal d’activité physique recommandé par I’OMS est de 30 minutes par jour
d’activité physique d’intensité moyenne, et ce au moins 5 jours par semaine. Il n’est pas
nécessaire de pratiquer I’activité physique journaliére en une seule fois ; elle peut étre répartie
en trois fois 10 minutes. Plus I’activité pratiquée est d’intensité élevée, plus la durée
nécessaire pour obtenir un effet bénéfique est raccourcie (Institut canadien d’information sur
la santé. Améliorer la santé des Canadiens, Ottawa, Institut canadien d’information sur la

santé, 2004).

Parmi les nombreuses activités simples que recommandent les experts on peut citer :

» lamarche : c’est la plus pratiquée et « absolument gratuite » pouvant étre réalisee en

tout lieu ;
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» les travaux domestiques tels que nettoyer le sol, épousseter les meubles.
> le jardinage

> le fait de se lever plutdt qu’utiliser la télécommande pour allumer la télévision.

4.2.8.8.3. La diététique

L alimentation conseillée a les caractéristiques suivantes :
> I’apport énergétique y est réduit en fonction de la composition corporelle. Chez les
sujets obéses on propose un régime hypocalorique de 1200 a 1500 Kcal par jour.
> elle contient préférentiellement les adipocytes poly- et mono-insaturées que I’on
retrouve dans les poissons (méme gras), les huiles végétales (olive, arachide...). Les
adipocytes saturées (charcuterie, viandes, fromages, margarine) doivent é&tre
limitees.

> elle est riche en fruits, légumes et fibres.

Par ailleurs I’alcoolisme et le tabagisme doivent également étre pris en compte. Les alcools en

général ne contiennent pas de sucre mais apportent des calories.

4.2.8.8.4. Le traitement de I’obésité

L’obésité est une maladie chronique qui nécessite des lors un traitement chronique.

L’efficacité prouvée de la perte de poids sur plusieurs facteurs de risque cardiovasculaire

constitue la raison essentielle pour encourager les obéses a perdre du poids. En pratique, une

perte pondérale de 5 a 10% du poids initial permet déja de réduire de fagon considérable les
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risques pour la santé ; I’objectif du traitement n’étant pas de normaliser le poids. Le probleme
majeur sera ensuite de maintenir le poids stable a long terme.

La premiére étape du traitement est en regle la diététique. Cette prise en charge diététique doit
étre associée a une approche psychothérapeutique (thérapie comportementale, soutient de
I’entourage). En cas d’échec des mesures hygiéno-diététiques, on associe les thérapies
médicamenteuses (médicaments a action anorexigéne ou a action anti-digestive), voire

chirurgicales.

4.2.8.8.5. Le traitement des dyslipidémies

Le traitement initial est ici encore hygiéno-diététique. En effet, les valeurs lipidiques peuvent

étre améliorées par une meilleure hygiene alimentaire et physique.

En fonction du niveau de risque cardiovasculaire un traitement médicamenteux hypolipémiant
sera associé. Ce traitement doit répondre aux critéres suivants : efficacité sur les plans

clinique et biologique, bonne tolérance, accessibilité financiére pour le patient et la société.

En pratique courante, deux classes sont surtout utilisées : les fibrates et les statines, qui
agissent selon un mécanisme genétique. Les fibrates améliorent le profil lipidique en agissant
surtout sur les VLDL par diminution de leur synthése et majoration de leur métabolisme
périphérique. Par ailleurs elles stimulent la lipoprotéine lipase et augmentent la synthése de

I’apoprotéine A (ce qui permet I’accroissement du taux de HDL).

Les statines quant a elles, sont des inhibiteurs de ’THMG - coA réductase. Elles agissent en

augmentant I’expression des récepteurs hépatocytaires aux LDL.
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4.2.8.8.6. Traitement de I’hypertension artérielle et du diabéte

Le rapport du JNC VII ne mentionne aucune spécificité en ce qui concerne le traitement
antihypertenseur des personnes présentant un syndrome métabolique. Certaines données

doivent cependant étre prises en compte :

- Les combinaisons incluant des diurétiques a doses adéquates donnent de meilleures
réponses thérapeutiques que les monothérapies.

- L’importance de I’angiotensinogéne et de I’angiotensine Il dans la genese de ’'HTA
du syndrome métabolique, suggéere qu’on ait recours aux IEC ou aux antagonistes de

I’angiotensine Il pour la correction de cette anomalie.

Pour le traitement des troubles glycémiques, la palette classique de traitement du diabéte de
type 2 peut étre utilisée chez les personnes ayant un syndrome métabolique. Cette palette a été

complétée par de nouvelles molécules d’insulinosensibilisants :

- les biguanides (Metformine) qui ont indéniablement fait leur preuve chez le diabétique
de type 2, le sujet obése et insulinorésistant. Ils entrainent une réduction de la production
hépatique de glucose, une augmentation de la sensibilité périphérique a I’insuline. Ces
molécules permettent donc d’améliorer certains paramétres associés au syndrome

métabolique.

- les thiazolidinediones (TZD) ou glitazones ont un mécanisme d’action complexe qui
résulte de I’activation de récepteurs nucléaires PPAR- y (Peroxysome Proliferator — Activated

Receptor — gamma) essentiellement au sein des adipocytes.
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Les glitazones induisent la différenciation et le remodelage des adipocytes qui deviennent
ainsi plus sensibles a I’insuline. A posologie adéquate les glitazones [Rosiglitazone
(Avandia*) ; Pioglitazone (Actos*)] exercent un excellent effet sur la qualité du contrdle

glycémique. Ils ont par ailleurs une bonne influence sur le métabolisme lipidique.

4. 3. Syndrome métabolique et homocystéine

Le syndrome métabolique (SM), I’un des principaux troubles qui président au diabéte de type
2, peut aussi jouer un r6le fondamental dans le développement des maladies
cardiovasculaires. En effet, I’hyperinsulinisme qui y est associé a des effets athérogénes
directs ou indirects par des liens synergiques a d’autres facteurs. Certaines études (Conri et
al., 2000) suggerent qu’il y aurait parmi ces facteurs une concentration plasmatique élevée en

homocystéine (Hcy).

Le mécanisme causant le syndrome métabolique (SM) est mal connu ; mais I’on pense que
I’insulinorésistance en serait la cause principale (Cranford, 2003). Bien que des personnes
vivant avec le SM aient une résistance a I’insuline, ce qui confere un risque élevé pour le
diabete de type 2, la survenue du SM est percue comme une maladie cardiovasculaire (MCV)

(Ninomiya et al 2004).

L’Hcy est un aminoacide soufré formé lors du métabolisme de la méthionine. Ces derniéres

décennies, I’hyperhomocystéinémie a émergé et est considérée comme un important facteur

de risque cardiovasculaire (Virtanen et al., 2005).
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Il a été démontré que I’Hcy et le SM sont associés aux MCV; mais I’association entre le taux

élevé de I’Hcy et le SM dans les MCV n’est pas encore bien élucidée.

En 2007, I’équipe de Ciaccio a recruté 126 patients dont 60 hommes et 66 femmes dans la
tranche d’age de 30- 72 ans présentant une angiopathie avec 50% de sténose contre 65
patients contrdle sans risque de MCV.

Vingt deux patients (17,4%) présentent une Hcy éleveée, 32 (25,4%) un SM. Le SM et I’Hcy

coexistent chez 72 (67,2%) ; ceci chez les 2 sexes.

La prévalence est observée dans le groupe Hcy + SM en comparaison avec I’Hcy et le SM
isolément est statistiquement significative (p< 0,001). L’Hcy et le SM sont associés a la MCV
(OR 2,53, 95% CI, 1,95- 12,43 et OR 5,74, 95% CI, 2,67- 12,34 respectivement). Ce résultat

suggere que I’Hcy est un puissant indicateur des MCV quand elle est associée au SM.
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OBJECTIFS DE LA THESE
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Les articles qui ont été publiés en rapport avec ce travail de these, ont en commun I’étude des
perturbations du métabolisme de I’homocystéine sur les déterminants nutritionnels,
environnementaux et génétiques des populations de I’ Afrique au sud du Sahara notamment le
Bénin et le Togo, deux proches pays de I’espace intertropical de I’Afrique de I’Ouest. Il

s’agit de:

1. Evaluer les influences des déterminants nutritionnels, génétiques et environnementaux

de I’Hcy au sein de ces populations de I’ Afrique au sud du Sahara.

2. Déterminer la fréquence des polymorphismes au sein de la population étudiée et sa
possible relation avec les altérations du métabolisme de I’Hcy pouvant permettre une

explication physiopathologique.

3. Approfondir I’étude du meécanisme moléculaire liant le métabolisme de I’'Hcy aux

pathologies majeures qui perturbent au quotidien les populations de cette partie de

I’ Afrique de I’Ouest.
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MATERIEL ET METHODES
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1. Recrutement des populations d’interét

Toutes les études ont été soumises aux comites d’éthique locaux a I’Université d’ Abomey-
Calavi (Bénin), Université du Bénin (Togo), IRCCS de Troina (Italie), Institut de Nutrition
(Mexico). L’étude SUVIMAX est une etude nationale francaise coordonnée a Paris (Unité

Inserm, Serge Hercberg).

1.1. Comparaison des déterminants nutritionnels et génétiques du métabolisme des

monocarbones au Togo et au Bénin, en fonction du lieu de recrutement

Le recrutement porte sur une population tout venant en bonne santé apparente, d’age adulte. Il
a éte réalisé sur trois sites, deux en régions urbaines, respectivement a Lomé et Cotonou et un
dans la savane (région de Kara). Le recrutement au Togo s’est fait dans des centres de
prévention primaire et a été coordonneé par le Professeur Amouzou, Laboratoire de Nutrition,
Université de Lomé. A Cotonou, il a éte realise a partir d’une liste de personnes appartenant
aux proches des étudiants et des chercheurs de I’Université sollicitées a partir d’un
questionnaire et d’une information génerale diffusée dans I’établissement. Les criteres
d’exclusion étaient la présence d’une pathologie identifiée, notamment infectieuse,
cardiovasculaire et métabolique, et I’absence d’un contexte de malnutrition. Au total, 276
volontaires ont été recrutés dont 68 dans la région de Kara, 127 a Lomé et 81 a Cotonou. Les
préléevements sanguins ont été réalisés dans les centres de recrutement respectifs et leur
conservation a été centralisée sur les deux sites universitaires de Lomé et de Cotonou. Toutes

les analyses biochimiques et génétiques ont été realisées a I’Unité Inserm 724.
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1.2. Comparaison des determinants nutritionnels et génétiques du métabolisme des

monocarbones en Afrique de I’Ouest, en Italie, en France et au Mexique.

1.2.1. Population d’Afrique de I’Ouest

Il s’agit de I’échantillon décrit dans le paragraphe 1.1

1.2.2. Population d’Italie

146 volontaires en bonne santé apparente ont été recrutés a Troina, Sicile, agés de 20 a 60 ans,

dans le contexte de la mise en place de la cohorte Oasi, sur laquelle repose le projet

Nutrivigene. Les criteres d’exclusion étaient I’absence de pathologie chronique et de

traitement médical en cours.

1.2.3. Population du nord-est de la France

Les criteres d’exclusion étaient identiques a ceux de la population italienne, avec deux modes

de recrutement, I’un dans un centre de médecine préventive (Région Lorraine) et I’autre sur la

base d’un questionnaire d’une étude nationale (SUVIMAX).

1.2.4. Population du Mexique

Les 300 volontaires sont également &gés de 20 & 60 ans, il s’agit de donneurs de sang,

volontaires sains qui ont subi un examen médical préventif et des analyses biologiques

permettant d’éliminer une pathologie chronique inflammatoire ou infectieuse.
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1.2.5. Les prélévements sanguins ont été réalisés dans chacun des centres recruteurs et
centralisés en France a I’Unité Inserm 724, ou toutes les analyses biochimiques et génétiques

ont été effectuées.

1.3. Comparaison des determinants nutritionnels et génétiques du métabolisme des
monocabones au Togo et au Bénin, en fonction du lieu de recrutement. Etude

d’association avec I’hépatite virale B.

Cette étude a été réalisée sur le méme échantillon de population qui a été complétée par un

recrutement supplémentaire sur Cotonou avec un effectif total de 450 sujets.

1.4. Déterminants nutritionnels et génétiques du metabolisme des monocarbones : étude

d’association avec la gravité du paludisme

L’étude porte sur 493 enfants des 2 sexes présentant un épisode d’acces palustre, pris en
charge au centre de santé Ménontin de Cotonou. Un questionnaire systématique a été rempli
par le médecin prenant en charge les patients, prenant en compte les critéres de gravité définis
par ’OMS en 2003. Parmi les items figure I’état nutritionnel, la durée de I’épisode, les

principales complications, ainsi que les parametres biologiques.

1.5. Comparaison des déterminants nutritionnels et génétiques du métabolisme des

monocabones : étude d’association avec I’obesité et le syndrome metabolique

Il s’agit d’une étude prospective dont le recrutement est réalisé sur deux sites, dont le marché

Dantokpa, a Cotonou, sur des sujets agés de 20 a 60 ans. Deux périodes de recrutement ont eu
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lieu dont la premiere correspond a des sujets des deux sexes, décrits dans les paragraphes 1.1
et 1.3. C’est a la suite d’analyses préliminaires des données, montrant un lien entre syndrome
métabolique et déterminants de I’homocystéine chez les femmes plut6t que chez les hommes,
que nous avons complété notre étude en recrutant les femmes sur le marché Dantokpa. Les
prélevements sanguins réalisés sur les sites de recrutement ont été centralisés au Laboratoire

de biochimie de I’Université d’ Abomey-Calavi.
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2. Analyses biochimiques

2.1. Dosage de I’homocystéine

2.1.1. Dosage de I’homocystéine par le systeme IMx

Fiche technique

Coffret IMX-Homocystéine, ABBOTT (Abbott Park, IL, Etats-Unis)

Principe du test

Le dosage IMx Homocystéine est basé sur la technologie immunoenzymatique par polarisation de
fluorescence (FPIA). L’Hcy liée (forme oxdée) est réduite en Hcy libre, qui est a son tour convertie
enzymatiquement en S-adénosyl-L-Hcy (SAH) comme décrit ci-dessous :

Réduction : L’homocystine, ses formes disulfures ainsi que les formes mixtes protéine-Hcy présentes
dans I’échantillon sont réduites en Hcy libre sous I’action du dithiothréiol (DTT).

HCY-SS-HCY (Homocystine) DTT
R1-SS-HCY (R1=résidu thiol) » HCY
Protéine-SS-HCY

Conversion enzymatique : L’Hcy libre totale est convertie en S-adénosyl-L-Hcy (SAH) en utilisant
de la SAH-hydrolase et de I’adénosine en exces.
SAH- hydrolase
HCY + Adénosine » SAH

Dans les conditions physiologiques, la SAH-hydrolase convertit la SAH en Hcy. L’adénosine en exces
dans la solution de prétraitement permet de convertir I’Hcy en SAH par la SAH-hydrolase bovine.
Prélevement des échantillons : les échantillons doivent étre prélevés chez des individus a jeun.
Préparation de I’échantillon pour analyse
a. Sérum ou plasma: prélever le sang dans untube sec sous vide de 5 ou 10 ml. Si on préléve su sérum,
laisser le sang formé un caillot a température ambiante pendant 30 a 60 min. Utiliser de I’'EDTA si I’on
veut faire une analyse sur le plasma. Centrifuger pendant 10 min et prélever le sérum ou le plasma.

b. Transport des échantillons: le sérum et le plasma soigneusement emballés doivent étre transportés
congelés du départ a I’arrivée.

c. Conservation des échantillons: Avant analyse, conserver les échantillons entre 2 et 8°C. Si I’on doit
garder un échantillon plus de 4 heures, il faut le congeler a -20°C. Ne pas stocker les échantillons dans
des congélateurs a dégivrage automatique pour éviter des cycles de congélation- décongélation.

Procédure du dosage

L’appareil doit étre allumé au moins 1 heure avant. Tous les réactifs et les échantillons sont amenés a
température ambiante avant utilisation.

Préparation du doage

Les réactifs IMx Hcy et I’échantillon sont ajoutés dans la cartouche-échantillon FPIA et dans la cuvette
dans I’ordre suivant :

e Le systeme aiguille-électrode distribue I’échantillon, la solution de prétraitement, I’enzyme et
le tampn de dilution FPIA No.1 dans le puits de prédilution de la cartouche-échantillon ;

e La solution de prétraitement réduit I’Hcy, ses formes disulfures ainsi que les formes mixtes
protéine-Hcy présentes dans le plasma ou le sérum en une forme chimique, I’Hcy.

e La S-adénosyl-L-Hcy hydrolaseconvertit I’Hcy en S-adénosyl-L-Hcy (SAH).
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e Une partie aliquote du mélange de prédilution, I’anticorps et le tampon de dilution FPIA No.1
sont distribués dans la cuvette et le bruit de fond est mésuré par le systeme optique FPIA.

e Le traceur, le tampon de dilution FPIA No.l et une seconde partie aliquote du mélange de
prédilution sont transférés dans la cuvette.

o La SAH et le traceur marqué a la fluoreecéine entrent en compétition pour occuper les sites de
liaison sur la molécule d’anticorps monoclonal.

e L’intensité de la polarisation de fluorescence est mesurée par le systeme optique FPIA.

Dosage
Pour le fonctionnement de I’appareil, les logiciels suivants sont nécessaires pour effectuer le dosage :
e Modules systeme IMx — version 6.0 ou nsupérieure

e Modules Dosages IMx d’exploitation du métabolisme — version 4.0 ou supérieure

Avant d’effectuer le dosage IMx Hcy a I’aide du Module Dosages IMx d’exploitation du métabolisme
v4.0, il est nécessaire d’activer le dosage. Sé référer a la table des maitéres du manuel technique IMx, afin de
trouver les informations de procédure d’activation des dosages.

Les parameétres du dosage IMx Hcy ont déja été ajustés en usine. lls peuvent étre imprimés, affichés a
I’écran et modifiés selon le la procédure décrite au chapitre 6 du manuel technique.

1-  Le volume minimum d’échantillon nécessaire pour réaliser le dosage est de 50 pL

2- Le volume minimum de tampon de dilution est de 200 mL ; avant de lancer le dosage, vérifier la
présence d’au moins 200 mL de ce tampon de dilution.

3- ldentifier les échantillons nécessitant une dilution. Le protocole de dilution doit étre effectué
uniquement sur des échantillons de concentration supérieure a 50 pmom/L.

4- Charger le carrousel FPIA avec 2 cuvettes ou cartouches- échantillons par échantillon a diluer.
5- Distribuer les échantillons requis.
6- Charger les réactifs.

7-  Appuyer sur [ASSAY] [XX] XX étant le No du dosage [OTHER] [DIL_ALT] [STORE]. Le
message tHCY : #SmpCt TO USE DIL/ALT s’affiche. On peut égalemement utiliser la procédure de
la liste de chargement pour programmer ladilution.

8- Utiliser le clavier numérique pour saisir le nombre total de cartouches-échantillons qui seront
utilisées pour les échantillons dilués et non pas le nombre d’échantillons a diluer.

9- Appuyer sur [STORE]. Pour lancer la dilution :
10- Dans le menu dilution, appuyer sur [RUN].

Pour charger un carrousel avec des échantillobns a diluer et des échantillons non dilués, les
échantillons non dilués doivent étre chargés aprés les contréles Hcy, suivis des échantillons a diluer. Ex : s’il
faut analyser 3 contrdlesHcy, 4 échantillons non dilués et 2 échantillons a diluer, le carrousel doit étre chargé
comme suit :

Position 1 a 3 : Contrdle Hcy

Position 4 a 7 : Echantillons non dilués

Position 8 : cartouche-échantillon FPIAL- premier échantillon a diluer
Position 9 : cartouche-échantillon FPIA2- vide

Position 10 : cartouche-échantillon FP1A1- premier échantillon a diluer
Position 11 : cartouche-échantillon FP1A2- vide

Ajouter 11 cuvettes sur le carrousel FPIA. Si I’on utilise le protocole de dilution automatique,
I’échantillon doit étre pipeté uniquement dans le puits-échantillon de la premiére cartouche-échatillon.
L’IMx transférera la quantité d’échantillon appropriée de la cartouche-échantillon 1 a la cartouche- échantillon
2.

L’on peut pratiquer la dilution manuelle, dans ce cas, bien mélanger I’échantillon en le retournant ou le
passant au vortex avant de le pipeter dans les puits-échantillon de la cartouche-échantillon. Il est recommandé
de faire des dilutions au 1/3. Pour déterminer la concentration en Hcy totale, multiplier la concentration de
I’échantillon dilué par le facteur de dilution.

Calcul des résultats

Le dosage IMx Hcy utlise une méthode de traitement des données avec une courbe logistique a 4
parameétres pour obtenir une courbe de calibration.
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Pour effectuer une calibration du dosage IMx Hcy, analyser en double toutes les concentrations des
calibrateurs Hcy placés dans les 12 premiéres positions du carrousel, suivies de toutes les concentrations des
contrdles Hey. Le paragraphe « Résultats » fournit une explication sur le type d’ajustement de la courbe utilisée
par le dosage IMx Hcy et sur les vérifications spécifiques du dosage utilisées pour déterminer si la courbe est
acceptable. Une fois la calibration du dosage aceptée et mémorisée, tous les dosages sont effectués en
MODE 2.

L’opérateur confirme que les paramétres se trouvent dans les limites acceptables :

Parametres de dosage Evaluation des calibrateurs

94.40 MAX SPAN F-A Calibrateur F- calibrateur A

PERR RMSE

(Erreur de polarisation) (Erreur quadratique moyenne)
+2,0 <10

La courbe de dosage est stable pendant 2 semaines au minimum.
Pour convertir les résultats en pug/mL, effectuer le calcul suivant : Concentration en umol/L X 0,1352.
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2.1.2. Dosage de I’homocystéine par la technique LC/MS/MS Colonne LC-CN CYANO

Fiche technique

Principe

Les concentrations plasmatiques d’Homocystéine totale sont msurées par la technique de chromatographie

liquide haute performance couplée a ladétection par spectrophotométrie de masse.

En présence du dithitréitol, I’Hcy liée aux protéines se trouve sous forme libre. Elle est ensuite extraite en

présence d’un standard puis dosée par la technique LC/Masse en mode MRM positif. La technique est linéaire

jusqu’a 180 umol/L. La limite de détection et de quantification est respectivement de 0,05 umol/L et 0,15

pmol/L.

Prélevement des échantillons : les échantillons doivent étre prélevés chez des individus a jeun.
Préparation de I’échantillon pour analyse

Sérum ou plasma : prélever le sang dans untube sec sous vide de 5 ou 10 mL. Si on préléve su sérum,
laisser le sang formé un caillot & température ambiante pendant 30 a 60 min. Utiliser de ’EDTA ou a
défaut de I’héparine ou du citrate si I’on veut faire une analyse sur le plasma. Centrifuger pendant 10
min et prélever le sérum ou le plasma.

Transport des échantillons : le sérum et le plasma soigneusement emballés doivent étre transportés
congelés du départ a I’arrivée.

Conservation des échantillons : Avant analyse, conserver les échantillons entre 2 et 8°C. Si I’on doit
garder un échantillon plus de 4 heures, il faut le congeler & -20°C. Ne pas stocker les échantillons dans
des congélateurs a dégivrage automatique pour éviter des cycles de congélation- décongélation.

Procédure de dosage
Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante avant utilisation ; mais pour minimiser

tout risque de détérioration, éviter de les laisser plus long que nécessaire. Ne jamais mélanger les réactifs
provenant différents coffrets, pour un méme dosage.

1.

Préparation des réactifs et échantillons
Reconstitution des réactifs : standards et contréles conformément aux prescriptions du fabricant :

e Homocystéine calibration (10 mg dans 5 ml HCI 0,1M) et Hcy D8 standard (10 mg dans 5 mL
HCI 0,1M).

e NaOH 10M.
e DTT 500 mM et 100 mM.

Reconstituer chaque flacon controle (Plasma control Level 1 ref : No. 0072 + 1l ref : No. 0073
Iyophilised) avec 2 ml d’eau distillée HPLC grade, laisser reposer 10 a 15 min jusqu’a dissolution
totale.

Préparer la gamme d’étalonnage.

Préparation de la solution d’extraction : peut se préparer a I’avance et se conserver a 4°C

e Acide formique 50 pL

e Acide Trifluoro acétique 25 pL

e Acétonitrile gsp 50 mL

Dosage

Dans un tube type TREFF

* Echantillon ou point de gamme ou contréle 100 pL
* Sl d’HCY-HCY D8 a 30 uM 100 pIL
*DTT 500 mM 30 uL
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Vortexer attendre 15 min a température ambiante, ajouter 200 ul de solution d’extraction ; vortexer,

attendre 30 min a 4°C, vortexer 1 min, centrifuger a 14000 g pendant 10 min.

Décanter dans un tube type TREFF, centrifuger a 14000 g pendant 10 min.
Reprendre 100 ul de surnageant en vial ou microplaque (congeler si nécessaire pour passage ultérieur

Sur masse).

tuyaux.

Activation du LC/ MS/MS
Activer le profil (Hardware configuration) : LC+ MS
Ouvrir le projet « Homocystéine »
Créer la liste de travail « Build Acquisition Batc »
Volume d’injection : 2 pL
Méthodes :
Méthode UPLC acquity : AcquityHCY _cyano_60_0.8 PL. method

Méthode d’acquisition : HCY_CN_60_0.8_PL.dam
Méthode de quantification : HCY (noter la date du jour du dosage) ex : 29-07-08.gmf

Pour information, les conditions de ces méthodes sont les suivantes :
UPLC Acquity waters
Solvant A de la phase mobile : Eau + 0,1 % acde formique.
Solvant B de la phase mobile : Acétonitrile + 0,1% acide formique.
Elution isocratique d’un mélange fait automatiquement par I’ Acquity Waters : 40% de A ; 60% de B.
Changer I’eau tous les 2 jours pour éviter une prolifération microbienne qui risquerait de boucher les

Solvant fort (strong) : Acétonitrile + 0,1% acide formique.
Solvant faible (weak): Phase mobile.
Solution de ringage des joints du piston (seal wash) : eau/acétonitrile (+ acide formique) 90/10.
Débit : 0,8 mL/min.
Injection de 2 pL en « partial loop » dans une boucle de 10 pL, cycle d’injection (run time) : 3min.
Limite haute pression : 3000 psi.
Lavage: (Weak: 800 pL/ Strong 400 pL).
Seal wash: 3 min (comme le run).
Température du four: 30°C.
Température de I’injecteur: 10°C.
Hauteur aiguille : 0 mm (mettre a 1 mm s’il existe un précipité).
Avant de passer une série
Adapter la colonne LC-CN Supelco et son porte pré-filtre associé.
En cas de changement de phase mobile :
équilibrer 1 heure dans I’eau.

équilibrer 1 heure dans la phase mobile.
caractériser les volumes de la boucle et de I'aiguille.

Purger.

Equilibrer le systeme avec la phase mobile « equilibrate ».

Conditionner le systéme avec un ancien dosage.

NB : Tous les débuts de semaines, faire une purge totale des circuits solvants et seringues.

Calcul des résultats.

Le calcul automatique des résultats des échantillons est fait & partir de la courbe de calibration des

standards et une feuille de résultats est imprimée en se servant du clavier numérique de I’ordinateur couplé au
systeme LC/MS/MS.
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2.2. Dosage quantitatif et simultané de la vitamine B, et des folates
Fiche technique

Coffret SimulTrac-SNB pour dosage radioimmunogique

Vitamine B12 [°'Co] Folates [**I]* (MP Biomedicals, New York, Etats Unis)
Principe du test
Dans une analyse par compétition, le réactif de liaison doit avoir une affinité égale pour I’étalon et pour
la substance présente dans I’échantillon. La vitamine B12 ou les folates non marqués entrent en compétition
avec leurs homologues marqués sur le nombre restreint de sites de fixation disponibles sur I’agent de fixation,
ce qui réduit la quantité de vitamine B12 ou de folates marqués liés au réactif. Par conséquent, le taux de
radioactivité liée est inversement prportionnel a la concentration de I’échantillon du patient ou de I’étalon.
Dans le cas du test radioimmunologique SimulTrac-SNB de MP Biomedicals, les taux de vitamine B12
et de folates sont simultanément déterminés dans un seul tube.
Préléevement des échantillons : les échantillons doivent étre prélevés chez des individus a jeun.
Préparation de I’échantillon pour analyse
a. Sérum ou plasma: prélever le sang dans untube sec sous vide de 5 ou 10 ml. Si on préléve su sérum,
laisser le sang formé un caillot a température ambiante pendant 30 a 60 min. Utiliser de ’EDTA si I’on
veut faire une analyse sur le plasma. Centrifuger pendant 10 min et prélever le sérum ou le plasma.

b. Heémolysat de sang total (pour dosage des folates érythroctytaires) : Prélever le sang dans untube en
verre sous vide de 7 mL contenant de 'EDTA (bouchon lavande). Mesurer et noter la valeur de
I’hématocrite. Ajouter 100 uL de sang ensuspension a 2 ml de solution récente d’acide ascorbique a
0,2%. La dilution est alors de 1 pour 21. Renverser plusieurs fois pour bien mélanger ; éviter la
formation de mousse; Laisser reposer I’hémolysat entre 20 et 25°C pendant 60 a 90 min avant analyse.
Tenir a I’abri de la lumiére pendant ce laps de temps.

c. Transport des échantillons: le sérum et le plasma soigneusement emballés doivent étre transportés
congelés du départ a I’arrivée.

d. Conservation des échantillons: Avant analyse, conserver les échantillons entre 2 et 8°C. Si I’on doit
garder un échantillon plus de 4 heures, il faut le congeler a -20°C. Ne pas stocker les échantillons dans
des congélateurs a dégivrage automatique pour éviter des cycles de congélation- décongélation.

Procédure du dosage

Si le compteur posséde 2 canaux ou plus, il convient de I’étalonner pour compter I’lode 125 dans un
canal et le Cobalt 57 dans un autre. Par contre, si le compteur n’a qu’un seul canal, il faut I’étalonner de facon a
ce que les différents réglages du compteur permettent de compter un seul isotope a la fois ; dans ce cas, il faudra
passer les tubes 2fois : la premiére fois, le compteur étant réglé pour I’lode 125, on obtiendra la coube des
folates et les résultats de I’échantillon, et la seonde fois, le compteur éant réglé pour le Cobalt 57, on obtiendra
la courbe de la vitamine B12 et les résultats de I’échantillon.

Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante avant utilisation ; mais pour minimiser
tout risque de détérioration, éviter de les laisser plus long que nécessaire. Ne jamais mélanger les réactifs
provenant différents coffrets, pour un méme dosage.

Le protocole utilisé est celui décrit par le fabricant.

Préparation des réactifs
1. Si I’on doit utiliser un flacon de marqueur dans les 30 jours, verser le contenu d’un flacon de D
thiothréitol (DTT) dans un flacon de marqueur.

2. Il faut ajouter la méme quantité de marqueur et de DTT (100 pL de chaque) par tube a doser. On peut
également pipetter séparément le marqueur et le DTT (100 pL/tube), en ajoutant d’abord lemarqueur
puis le DTT.

Dosage
1. Numéroter 16 tubes pour la courbe étalon. A partir du No. 17, numéroter deux tubes supplémentaires
pour chaque échantillon clinique.

2. Ajouter les étalons et les échantillons cliniques suivant les indications données.

3. Ajouter 200 uL de solution active de marquage/DTT (réactif 2A) dans chaque tube, y compris les
tubes 1 et 2. Agiter les tubes au vortex.
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4. Incuber a temératur ambiante (18- 25°C) pendant 15 min.

Ajouter 100 pL de réactif d’extraction aux tubes 3-16 et aux tubes contenant les échantillons. Agiter au
votex.

6. Incuber a température ambiante pendant 10 min.

7. Bien agiter le flacon de réactif neutre SimulTrac-SNB. Ajouter 1000 pL de réactif netre aux tubes 3 et
4.

8. Bien agiter le flacon de réactif de liaison SimulTrac-SNB. Ajouter 1000 pL de réactif de liaison aux
tubes 5-16 et aux tubes contenant les échantillons. Agiter les tubes au vortex.

9. Incuber les tubes de 3-16 et tous les tubes contenant les échantillons a température ambiante (18-25°C)
pendant 60 min a partir du dernier ajout de réactif de liaison. Recouvrir le portoir de papier aluminium
pour nprotéger de la lumiére, ou le placer dans un endroit sombre.

10. Centrifuger a au moins 1000 X g pendant 10 min, de préférence au frais.

11. Décanter avec précaution, et jeter le surnageant. Retirer la derniére goutte en posant les tubes sur un
papier absorbant.

12. Compter la radioactivité dans les pellets (culots) et dans les tubes let 2, I’'un apres I’autre a I’aide d’un
compteur gamma. Le nombre de coups total par min pour les tubes 1 et 2 dit se situer entre 10 000 et
25 000 pour le Cobalt 57 et 15 000 et 35 000 pour I’lode 125, en fonction de I’appareil et de I’age du
marqueur. On peut utiliser un temps de mesure plus court, a cndition que le nombre de coups pour les
tubes 1 et 2 soient au moins de 10 000 (nombre de coups total).

Cacul des résultats
Le compteur gamma utilisé est de type COBRA-II'™ autogamma (Packard) a double canal.

La courbe pour la vitamine B12 et les résultats sont calculés partir des résultats obtenus par comptage
du Cobalt 57 ; la courbe pour les folates et les résultats sont calculés a partir des valeurs obtenes pour le
comptage de I’lode 125.

Les valeurs valeurs de référence sont :

e pour la vitamine B12 : 100 pmol/L

™
I

e pour les folates : 7 nmol/L.
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2.3. Dosage des Holo-TC sériques par MEIA
Fiche technique

Coffret AXSYM Active-B12 (Abbott)
Principe du test

Le dosage Holo-TC est un dosage immunologique microparticulaire (MEIA). Les microparticules sont
recouvertes d’anticorps monoclonaux anti-Holo-TC. L’Holo-TC contenu dans I’échantilon se lie aux
microparticules pour former des complexes antigénes-anticorps sur lesparticules. Un conjugué d’anticorps anti-
Holo-TC marqué a la pphosphatase alcaline est ajouté et se lie aux complexs antigéne-anticorps. La matrice est
lavée afin d’éliminer le conjugué non lié. L’addition du substrat, le phosphate de méthyl-4 ombelliferyl génére
I’apparition d’un produit fluorescent. Ce dernierest mesuré par le systeme optique de I’automate.

Prélévement des échantillons : les échantillons doivent étre prélevés chez des individus a jeun.

Préparation de I’échantillon pour analyse
a. Sérum ou plasma: prélever le sang dans untube sec sous vide de 5 ou 10 mL. Si on préléve su
sérum, laisser le sang formé un caillot a température ambiante pendant 30 a 60 min. Utiliser
de PEDTA si I’on veut faire une analyse sur le plasma. Centrifuger pendant 10 min et
prélever le sérum ou le plasma.

b. Transport des échantillons: le sérum et le plasma soigneusement emballés doivent étre
transportés congelés du départ a I’arrivée.

c. Conservation des échantillons: Avant analyse, conserver les échantillons entre 2 et 8°C. Si
I’on doit garder un échantillon plus de 4 heures, il faut le congeler a -20°C. Ne pas stocker les
échatillons dans des congélateurs a dégivrage automatique pour éviter des cycles de
congélation- décongélation.

Procédure de dosage
Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante avant utilisation ; mais pour minimiser
tout risque de détérioration, éviter de les laisser plus long que nécessaire. Ne jamais mélanger les réactifs
provenant différents coffrets, pour un méme dosage
Le dosage est réalisé sur I’automate AXSYM (Abbott)
Préparation des réactifs et échantillons
1. Calibrer I’appareil ; placer les réactifs de dilution et de lavage dans I’appareil.

2. Lacourbe de calibration des standards AXSYM acive B12 et le dosage en double.

Dosage
1. Choisir sur I’appareil le dosage a faire ; grace au logiciel de pilotage, indiquer le nombre de
standards et celui des échantillons a passer.

2. Ouvrir la porte de I’appareil, placer le portoir des standards ; puis le portoir des échantillons
identifiés par des codes de barre. Le volume minimal détectable est de 200 pL pour un bon dosage
dans les tubes.

3. Aprés que I’appareil ait accepté, il affiche le temps nécessaire pour finir le dosage.

Calcul des résultats

Le calcul automatique des résultats des échantillons par I’automate AxSYM est fait a partir de la
courbe de calibration des standards.

Les valeurs de référence sont : 20 — 120 pmol/L.
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2.4. Dosage de la Superoxyde dismutase (SOD)
Fiche Technique

Coffret RANDOD (Randox Labs., Crumlin, North Ireland )

Principe du test

La SOD est une enzyme intervenant dans la lutte contre les espéces radiculaires oxygénées (ROS,
radical oxygen species) et plus particulierement I’anion superoxyde (O,”) qui est principalement produit au
niveau des membranes mitochondriales lors des transferts d’électron durant la phosporylation oxydative. Le réle
de la SOD est d’accélérer la dismutation du radical superoxyde toxique produit dans les processus oxydatifs, en
peroxyde d’hydrogene et en molécule d’oxygene. La méthode utilise la xanthine et la xanthine oxydase (XOD)
pour générer des radicaux superoxyde qui réagissent ensuite avec le chlorure de 2-(4-iodophényl-3-(4-
nitrophénol)-5-phényltétrazolium (INT) pour former un colorant rouge, le Formazan. L’activité de superoxyde
dismutase est mesurée par le degré d’inhibition de la réaction.

XOD
Xanthine > Acide urique + O;
0,
I.N.T » Colorant formazan
ou
02“ + 02“ + 2H+ » 02 + H202

Prélevement des échantillons : les échantillons doivent étre prélevés chez des individus a jeun.
Préparation de I’échantillon pour analyse
Utiliser les échantillons de sang total prélevés sur EDTA ou héparine. Il est recommandé de laver les
érythrocytes 4 fois avec une solution de NaCl a 0,9%.
a. Centrifuger 0,5 mL de sang total pendant 10 min a 3000 tours/min et enlever le plasma
ainsi sépare.
b. Puis laver les érythrocytes 4 fois avec 3 ml de solution NaCl & 0,9%. Chaque lavage doit
étre suivi d’une centrifugation de 10 min a 3000 tours/min.

c. Compléter les érythrocytes lavés et centrifugés a 2 mL avec de I’eau bidistillée froide ;
Mélanger et laisser reposer 15 min a 4°C. Le lysat est dilué avec 0,1 mmol/L de Tampon
Phosphate, pH 7,0, de sorte que le % d’inhibition soit compris entre 30% et 60%.

NB : Une dilution au 25°™ du lysat esrt recommadée pour les échantillons.

Procédure de dosage

Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante avant utilisation ; mais pour minimiser
tout risque de détérioration, éviter de les laisser plus long que nécessaire. Ne jamais mélanger les réactifs
provenant différents coffrets, pour un méme dosage.

Le dosage est réalisé sur I’automate DELTA PRO.

Préparation des réactifs et échantillons

1. Reconstituer un flacon de substrat Mixtel avec 20 mL de Tampon 2. Stable pendant 10 jours, conservé
entre 2 et 8°C.

2. Le contenu du coffret est prét a I’emploi ; stable jusqu’a la date de péremption, conservé entre 2 et
8°C.

3. Reconstituer un flacon de Xanthine Oxydase 3 avec 10 mL d’eau bidistillée ; stable pendant 2
semaines, conservé entre 2 et 8°C.

4. Reconstituer n flacon d’étalon 4 avec 10 mL d’eau bidistillée. Les dilutions successives de cet étalon
doivent étre préparées avec du diluant Randod fourni. Il est conseillé d’effectuer les dilutions a partir
de I’étalon 4 pour construire la courbe d’étalonnage. Tous les étalons dilués ainsi sont stables pendant
2 semaines entre 2 et 8°C.

Dosage
La température de dosage dans I’appareil doit étre a 37°C.
1. Choisir la longueur d’onde 505 nm.
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2. Pipeter dans les tubes identifiés et numérotés

e étalon 500 pL + 500 pL diluant Ransod + 500 pL substrat.

e  échantillon 500 L + 500 pL diluant Ransod + 500 pL substrat.
3. Bien mélanger et y ajouter 250 pL dans chaque tube.

4. Bien mélanger au vortex, lire I’absorbance intiale Al apres 30 secs et démarrer le chronomeétre
simultanément ; lire I’absorbance finale A2 aprés 3 min.

Calcul
A2 - Al = AA/min de I’échatillon ou de I’étalon
3

Diluant puit (S1) = réaction non inhibée = taux X 100%. Tous les taux réactionnels des étalons et des
échantillons dilués doivent étre convertis en pourcentage du taux réactionnel de S1 puis soustraits a 100% pour
donner un pourcentage d’inhibition.

Construire la courbe d’étalonnage sur du papier semi-logarythmique en portant le pourcentage
d’inhibition pour chaque étalon sur la partie linéaire en fonction de la concentration de cse étalons (unités
SOD/mL).

A partir du pourcentage d’inhibition des échantillons, lire la correspondance en unités SOD sur la
courbe d’échantillonnage.

Unités SOD/ mL de sang total = unités SOD/mL de la courbe X facteur de dilution.
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2.5. Dosage de la Glutathion Peroxydase (GSH-PXx)

Fiche Technique

Coffret RANDOD (Randox Labs., Crumlin, North Ireland)
Principe du test

Le dosage de I’activité s’effectue selon la méthode décrite par Paglia et Valentine (1967) et utilise les propriétés

spectrophotométriques du NADPH, co-substrat de la réaction catalysée par le Glutathion S-réductase, puisque

cette enzyme permet la régénération du glutathion oxydé en glutathion réduit.

Le principe est la mesure de I’oxydation de glutathion réduit par H,0O,, réaction catalysée par la GSH-Px

présente dans I’hémolysat. La quantité de GSSG est mesurée par dosage du nombre de microlitres de NADPH

oxydé par min par g d’Hb. Cette enzyme qui se trouve dans les globules rouges et le plasma a pour intérét de

détruire les radicaux peroxydes, de débarrasser la cellule des radicaux libres et ainsi de protéger la cellule

contre I’oxydation.

GSH-Px GSS-R
2GSH+H,0, — > H,0+GSSG —— —> 2GSH
NADPH NADP

Prélevement des échantillons : les échantillons doivent étre prélevés chez des individus a jeun.
Préparation de I’échantillon pour analyse
Utiliser les échantillons de sang total prélevés sur EDTA ou héparine. 1l est recommandé de laver les

érythrocytes 4 fois avec une solution de NaCl a 0,9%.

a.
b.

Centrifuger 0,5 mL de sang total pendant 10 min a 3000 tours/min et enlever le plasma ainsi séparé.

Puis laver les érythrocytes 4 fois avec 3 mL de solution NaCl a 0,9%. Chaque lavage doit étre suivi
d’une centrifugation de 10 min a 3000 tours/min.

Compléter les érythrocytes lavés et centrifugés a 2 mL avec de I’eau bidistillée froide ; Mélanger et
laisser reposer 15 min & 4°C. Le lysat est dilué avec 0,1 mmol/L de Tampon Phosphate, pH 7,0.

NB : Une dilution au 25°™ du lysat est recommadée pour les échantillons.

Procédure de dosage
Tous les réactifs doivent étre amenés & température ambiante avant utilisation ; mais pour minimiser

tout risque de détérioration, éviter de les laisser plus long que nécessaire. Ne jamais mélanger les réactifs
provenant différents coffrets, pour un méme dosage.

Le dosage est réalisé sur I’automate DELTA PRO.

Préparation des réactifs et échantillons
Reconstituer les réactifs et les conserver entre 2 et 8°C.

Le contenu du coffret est prét a I’emploi ; stable jusqu’a la date de péremption, conservé entre 2 et
8°C.

Reconstituer un flacon de Glutathion Peroxydase 3 avec 10 mL d’eau bidistillée ; stable pendant 2
semaines, conservé entre 2 et 8°C.

Reconstituer n flacon d’étalon 4 avec 10 mL d’eau bidistillée. Les dilutions successives de cet étalon
doivent étre préparées avec du diluant Randod fourni. Il est conseillé d’effectuer les dilutions a partir
de I’étalon 4 pour construire la courbe d’étalonnage. Tous les étalons dilués ainsi sont stables pendant
2 semaines entre 2 et 8°C.
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Dosage
La température de dosage dans I’appareil doit étre a 37°C.
Choisir la longueur d’onde 340 nm.

Pipeter dans les tubes identifiés et numérotés

e ¢talon 100 pL + 100 pL de Drabkin + 2600 pL de Tampon phosphate, agiter. Ajouter et

agiter ensuite 100uL de NADPH + 10pL GSSGR + 10uL NaN; + 100uL GSH.

e échantillon 100 pL + 100 pL de Drabkin + 2600 pL de Tampon phosphate, agiter. Ajouter et

agiter ensuite 100uL de NADPH + 10puL GSSGR + 10uL NaN; + 100uL GSH.

Effectuer parallélement un blanc.

Bien mélanger au vortex, au moment de lecture : transvaser dans la cuve a silice et ajouter 100uL de la

solution H,0,. Lire I’absorbance a 340 nm entre la 1°® et la 2& minute.

Calcul
L'unité d'activité glutathion peroxydase est alors définie :

DO(échantillon) — DO(blanc) X 10° = DO corrigée X 10*
45X 10° X Hb* X 1mn 3 X Hb % mL

Résultats en unité enzymatique

Nombre de micromols de NADPH oxydé par minute par g d’hémoglobine, calculé sur la base de
I’absorption d’une mole de NADPH a 340mn :

6,22 X 10 =45X 10°

Pour le plasma; le sang est remplacé par par du plasma: 100uL
Résultat en micromoles de NADPH oxydé par minute par litre de plasma.

DO corrigée X 10° X 106 = DO corrigée X 2222 pmoles/L / mn
45X 10° X 1mn 100
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2.6. Dosage des apolipoprotéines Al et B
Fiche technique

Technique immunonéphélémétrique sur le systeme BN

Principe du test

Les protéines contenues dans les fluides corporels humains forment des complexes immuns avec certains
anticorps. Ces complexes dispersent un faisceau lumineux traversant I’échantillon. L’intensité de la lumiére
dispersée est proportionnelle a la concentration de la protéine dans I’échantillon. Le résultat est évalué par
comparaison a un standard de concentration connue.

Prélévement des échantillons : les échantillons doivent étre prélevés chez des individus a jeun.

Préparation de I’échantillon pour analyse

a. Sérum ou plasma : prélever le sang dans untube sec sous vide de 5 ou 10 ml. Si on préléve su sérum,
laisser le sang formé un caillot & température ambiante pendant 30 & 60 min. Utiliser de I’héparine si
I’on veut faire une analyse sur le plasma. Centrifuger pendant 10 min et prélever le sérum ou le
plasma.

b. Transport des échantillons : le sérum et le plasma soigneusement emballés doivent étre transportés
congelés du départ a I’arrivée.

c. Conservation des échantillons : Avant analyse, conserver les échantillons entre 2 et 8°C. Si I’on doit
garder un échantillon plus de 4 heures, il faut le congeler a -20°C. Ne pas stocker les échatillons dans
des congélateurs a dégivrage automatique pour éviter des cycles de congélation- décongélation.

Procédure de dosage

Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante avant utilisation ; mais pour minimiser
tout risque de détérioration, éviter de les laisser plus long que nécessaire. Ne jamais mélanger les réactifs
provenant différents coffrets, pour un méme dosage. Pour le dosage, vortexer et centrifuger a 2500 tours/min ;
utiliser la partie claire de I’échantillon : elle doit étre prélevée a travers la couche de lipides surnageants.

Préparation des réactifs et échantillons
Tous les réactifs sont préts a I’emploi. Et ne nécessitent aucune préparation supplémentaire
e  Antisérum anti apolipoprotéine Al-humaine, ref. OUED
Antisérum anti apolipoprotéine B humaine, ref. OSAN
Apolipoprotéine sérum standard (humain), ref. OUPG
Apoliprotéine de contréle CHD (humain), ref. OUPH
Tampon de réaction N, ref. OUMS
Diluant N, ref. UOMT

Dosage
Les protocoles de dosage sont mentionnés dans le mode d’emploi et le logiciel de I’appareil BN*. Toutes les
phases du dosage sont effectuées automatiquement ar le systeme. Consulter le mode d’emploi du systemeBN*

1. Les courbes d’étalonnage sont obtenues par étalonnage multipoint. Les dilutions en série du sérum
standard sont réalisées automatiquement avec le diluant N.

2. Les échantillons sont automatiquement dilués au 1:20 avec le diluant N, puis mesurés. Les
échantillons doivent étre mesurés dans les 4 heures suivant leur dilution. Si les résultats sont en
dehors du domaine de mesure, le dosage peut étre répété apres dilution de I’échantillon a un rapport
de dilution éleve.

Calcul

L’instrument calcule automatiquement la cncentration d’apolipoprotéine Al et B en g/L ou dans I’unité
sélectionnée par I"utilisateur sur le systeme BN*, puis il imprime les résultats.
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2.7. Dosage de I’insuline par technique radio-immunologique

Fiche Technique

Coffret INSULIN-CT

Principe
Le principe du dosage se repose sur la compétition entre I’insuline marquée a I’lode 125 et I’insulune contenue
dans les standards ou les échantillons a mesurer, vis-a-vis d’un nombre donné et limité de sites anticorps anti-
insuline fixés sur la phase solide (tubes revétus). A la fin de la période d’incubation, I’exces de traceur est
aisément élminé par une étape de lavage. La quantité d’insuline marquée liée a I’anticorps est inversement
proportionnelle & la quantité d’insuline non marquée présente dans I’essai.

Prélevement des échantillons : les échantillons doivent étre prélevés chez des individus a jeun.
Préparation de I’échantillon pour analyse
a. Sérum ou plasma : prélever le sang dans untube sec sous vide de 5 ou 10 ml. Si on préléve su
sérum, laisser le sang formé un caillot a température ambiante pendant 30 a 60 min. Utiliser
de ’EDTA ou a défaut de I’héparine ou du citrate si I’on veut faire une analyse sur le plasma.
Centrifuger pendant 10 min et prélever le sérum ou le plasma.

b. Transport des échantillons: le sérum et le plasma soigneusement emballés doivent étre
transportés congelés du départ a I’arrivée.

c. Conservation des échantillons : Avant analyse, conserver les échantillons entre 2 et 8°C. Si
I’on doit garder un échantillon plus de 4 heures, il faut le congeler a -20°C. Ne pas stocker les
échatillons dans des congélateurs a dégivrage automatique pour éviter des cycles de
congélation- décongélation.

Procédure de dosage
Tous les réactifs doivent &tre amenés a température ambiante avant utilisation ; mais pour minimiser
tout risque de détérioration, éviter de les laisser plus long que nécessaire. Ne jamais mélanger les réactifs
provenant différents coffrets, pour un méme dosage.
Préparation des réactifs et échantillons
Tous les réactifs sont préts a I’emploi.
Reconstitution et dilution du traceur : elle doit se faire au moins 30 min avant sa dilution dans la solution tampon
o  Reconstituer le traceur avec 5 ml d’eau distillée.
o Reboucher le flacon et mélanger par retournement pour assurer la compléte dissolution du
produit lyophilisé.
e Transvaser la solution dansun récipient en verre propre de 125 ml.
e Rincer trois fois le flacon de traceur avec la solution Tampon et transférer ces solutions de
lavage dans unrécipient.
e Ajouter la solution Tampon restante dans le récipient de 125 ml.
e Homogénéiser doucement.
Dosage
Le dosage nécessite les groupes de tubes suivants :
e  Groupe standard T pour la détermination de I’activité totale.
e  Groupe standard pour I’établissement de la courbe d’étalonnage.
e Groupe témoin pour les contrdles.
e  Groupe Sx pour les échantillons a doser.
Distribuer 100 pl de standards, de controle ou d’éhantillons dans les tubes revétus correspondants.
Ajouter 900 pl de **I-insuline prédiluée dans les tubes.
Mélanger le contenu de chaque tube au vortex.
Incuber 18 heures a 18-25°C aprés avoir recouvertles tubes avec un film plastique (parafilm).
Eliminer la solution par aspiration (sauf les tubes T).
Ajouter 4 ml d’eau distillée (sauf les tubes T).
Vider les tubes par aspiration (sauf les tubes T).
Mesurer la radioactivité liée aux tubes revétus al’aide d’un scintillateur gamma réglé sur la mesure de I’lode 125.

Cacul et résultats

Tracer la courbe d’étalonnage des standards.

La concentration en insuline d’une population présumée normale, en utilisant le coffret INSULIN-CT, se situe
entre 4,3 et 19,9 pul/ml.
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3. Analyses génétiques
3.1. Extraction de I’ADN génomique du sang

Fiche technique

Kit commercial Bac Nucleon® *

Lyse des Globules Rouges

Pipeter 7-10 mL de sang total dans un tube Eppendorf® ?
Rajouter 4 volumes de réactif A pour 1 volume de sang.
Mélanger 4 minutes a température ambiante.

Centrifuger 5 minutes a 2800 rpm.

Rejeter le surnageant.

Rajouter 1 mL de réactif A.

Mettre dans la glace 5 minutes.

Centrifuger 5 min & 2800 rpm.

Rejeter le surnageant.

Garder le culot.

Destruction des Membranes des Globules Blancs

Rajouter au culot 2 mL du réactif B.
Vortexer jusqu'a dissocier le culot.
Rajouter 500 uL de perchlorate *
Agiter par retournement 7 fois.

Elimination des Protéines

Rajouter 2 mL de chloroforme *
Agiter par retournement 7 fois.
Rajouter 250 pL de résine *
Centrifuger 3 minutes a 2800 rpm.

Récupération de I’ADN

Récupérer la phase supérieure a la résine.

Rajouter 2.5 fois le volume récupéré d’éthanol* absolu froid.

Récupérer le filament d’ADN dans un tube Eppendorf® *

Eluer I’ADN avec 100 pL de tampon Tris *

Agiter.

! Kit Nucleon Bac 126 3® Ref RPN8512 Amersham-Pharmacia-Biotch. Parc technologique, rue René Razel 91898 Orsay
Cedex France ? Eppendorf, ® Sigma Ref C-2432, “RP Normapur™ Prolabo Ref 20821321
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3.2. Génotypage Méthylenetétrahydrofolate réductase
3.2.1 Méthylénetétrahydrofolate réductase 1 et 2 par technique Light Cycler®@LC1.2
Fiche Technique

MTHFR C677T rs1801133 et MTHFR A1298C rs1801131

Amorces !
MTHFR 677
Sens = 5 TGGCAGGTTACCCCAAAGG 3 Tm =60°C

Tm moyenne=59°C
Antisens = 5 TGATGCCCATGTCGGTGC 3' Tm =58°C
MTHFR 1298
Sens = 5 CTTTTGGGAGCTGAAGGACTACTAC 3 Tm=74°C

Tm moyenne=71°C
Antisens = 5 CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3' Tm =68°C
Sondes fluorescentes
MTHFR 677
Probe Flu 5" TGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTCT 3’ Tm=112°C

Tm moyenne=85°C
Probe Red 5" CGGGAGCCGATTTCATCAT 3’ Tm =58°C
MTHFR 1298
Probe Flu 5" AAG GAG GAG CTG CTG AAG ATG TGG GGG GAG GAG CT 3’ Tm=112°C

Tm moyenne=88°C
Probe Red 5" ACC AGT GAAGAAAGTGTCTTTGA ¥ Tm =64°C

Préparation du mix PCR : Les solutions filles (SF) des amorces et de sondes sont preparées a partir des
solutions meres (SM).

Vol (ul)/capillaire Concentration finale

H,O 7 2.2

MgCl, ° (25mM) 0.8 2 mM
Amorce sens C677T (4 picomol/ul) 0.5 0.2 uM
Amorce anti-sens C677T (4 picomol/ul) 0.5 0.2 uM
Amorce sens A1298C (4 picomol/ul) 0.5 de SF 0.2 uM
Amorce anti-sens A1298C (4 picomol/ul) 0.5 de SF 0.2 UM
Probe Flu C677T (4 picomol/ul) (SM) 0.5 de SF 0.2 uM

(SF=1 de SM+24ul H,0)
Probe Red640 C677T (8 picomol/ul) (SM) 0.5 de SF 0.4 uM
(SF=2 de SM+23 H,0)
Probe Flu A1298C (8 picomol/ul) (SM) 0.5 de SF 0.2 uM

(SF=1 de SM+24pl H,0)

Probe Red705 A1298C (8 picomol/ul) (SM) 0.5de SF 0.4 uM
(SF=2 de SM+23 H,0)

Kit LC hybridization probe ° 1

(Préparer avec 60 pl de la solution b dans la

solution a)
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Déposer 8l de mix dans chaque capillaire et ajouter ensuite 2l de DNA (concentration comprise entre
50 et 100 ng /ul par analyse).

Programme d’amplification PCR ¢ (F2/F3)

DENATURATION Type: None Cycles: 1
Segment Temperature (°C) Time (s) Pente (°C/s) Type
1 95 10: 00 20 None
PCR Type: Quantification Cycles: 40
Segment Temperature (°C) Time (s) Pente (°C/s) Type
1 95 10 20 None
2 55 5 20 Single
3 72 5 20 None
FUSION CURVE Type: Melting curves Cycles: 1
Segment Temperature (°C) Time (s) Pente (°C/s) Type
1 95 10 20 None
2 45 20 20 None
3 85 0 0.2 Continuous
COOLING Type: None Cycles: 1
Segment Temperature (°C) Time (s) Pente (°C/s) Type
1 40 30 20 None
RESULTATS ' :
Selon les Températures de fusion :
Lecture en F2
MTHFR C677T Homozygote sauvage CcC 63°C
Homozygote muté TT 55°C
Hétérozygote CT 55°C+ 64°C
Lecture en F3
MTHFR A1298C Homozygote sauvage AA 63°C
Homozygote muté ccC 60°C
Hétérozygote AC 61°C

! Synthétisées dans le Secteur Commun de Biologie Moléculaire ou par la société Tib MolBiol. Syntherselabor GmbH. D-12103, Berlin,
Germany.
2 Tib MolBiol, Syntherselabor GmbH, D-12103, Berlin, Germany.

% H,O PCR Grade, Réf. 03315932. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
* LC capillaries 20pl. Réf. 11909339. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

® LC Fast Start Hyb Pr. Ref. 12239272. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
® Light Cylcler®. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
" Calibration tous les 6 mois par le kit Color Compensation Set Réf. 2158850. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

Technique en Light Cycler®, modifiée de Nakamura et al., 2002
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3.2.2 Méthylénetétrahydrofolate réductase 1 par technique Light Cycler ® LC480

MTHFR C677T rs1801131

Amorces *

MTHFR C677T

Sens =
Antisens =

Sondes fluorescentes 2

MTHFR C 677T

Probe Flu
Probe Red 640

Fiche Technique

5' TGGCAGGTTACCCCAAAGG 3
5' TGATGCCCATGTCGGTGC 3'

5" TGA GGC TGA CCT GAA GCA CTT GAA GGA GAAGGTGTC T3 FL
5" CGG GAGCCGATTTCATCATI P

Préparation du mix: Les solutions filles (SF) des amorces et de sondes sont preparées a

partir des solutions meres (SM).

Volume | Volume Concentration | (Nbre de puits + 1)°
(l/puits (Ll/puits finale (Nbre de puits + 16)*
de 96) de 384)
H20° 2,75 1,72
Amorce sens C677T (4picomol/ul) 1,25 SF 0,79 SF 0,5 uM
SM (SF=4pl (SF=4ul
de SM +|de SM +
96uIH,0) | 96ulH,0)
Amorce antisens C677T (4 1,25 SF 0,79 SF 0,5 UM
picomol/ul) SM (SF=4ul (SF=4ul
de SM +|de SM +
96ulH,0) | 96uIH,0)
Probe Flu C677T (4 picomol/ul) (SM) | 0,5 SF 0,32 SF 0,2 uM
(SF=2ul (SF=2ul
de SM +|de SM +
48ulH,0) | 48ulH,0)
Probe Red640 C677T (8picomol/ul) | 0,25 SF 0,16 SF 0,2 yM
(SM) (SF=4ul (SF=4ul
de SM +|de SM +
46plIH,0) | 46plH,0)
Kit LC 480 genotyping 5X° 2 1,25 1X

(pret a I’emploi)

Déposer 8ul de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 2l de DNA pour la plaque 96.
Déposer 5 pl de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 1 il de DNA pour la plaque 384.

La concentration finale comprise entre 10 et 20 ng/ul par analyse).

Filmer la plaque et centrifuger a 15009 (2730rpm) pendant 2mn.
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Programme d’amplification PCR®: 1 H 15 environ.

Detection format : Multi Color HybProbe ou Monocolor
HybProbe si MTHFR1 seule
(Selected Filter Combinations : 483-640)

Reaction volume : 6pl®
Reaction volume : 10 pl’

target (°C) Acquisition Mode | Hold (hh :mm:ss) | Ramp Rate (°C/s)’ | Ramp Rate (°C/s )™
=Type = Pente = Pente

DENATURATION Cycles: 1 Analysis Mode : None None

95 | None | 00 :10 :00 | 4.4 | 4.8
PCR Cycles : 45 Analysis Mode : Quantification Quantification

95 None 00:00 :10 4.4 4.8

55 Single 00:00:10 2.2 2.5

72 None 00:00:10 4.4 4.8
COURBES DE FUSION Cycles:1  Analysis Mode : Melting curves Melting curves

95 None 00:00 :30 4.4 4.8

40 None 00:02:00 2.2 2.5

73 Continuous
REFROIDISSEMENT Cycles : 1 Analysis Mode : None None

40 | None | 00:00 :30 | 2.2 2.5
Résultats :
MTHFR 1 Génotypage Températures de fusion (Tm)
Homozygote sauvage CC 63°C
Homozygote muté TT 52°C
hétérozygote CT 52°C+64°C

1Amorces Eurogentec.Eurogentec SA Liége science park, rue Bois Saint-Jean 54102 Seraing Belgique

*Tib MolBiol, Syntherselabor GmbH, D-12103, Berlin, Germany.

®Nombre d’échantillons & considerer pour préparer le mix pour une plaque de 96 puits

* Nombre d’échantillons & considerer pour préparer le mix pour une plague de 384 puits
SLightCycler480 Genotyping Master 5X concentré Cat. 04 707 524 001 Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France
®Light Cylcler480. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
"Volume par puits pour plague 96 puits.

8Volume par puits pour plaque 384 puits.

®Pente de courbe de fusion pour plaque 96 puits.
Ypente de courbe de fusion pour plague 384 puits.

Technique en Light Cycler480 mise au point au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire CHU-Brabois.
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3.2.3. Méthylenetétrahydrofolate réductase 2 par technique Light Cycler ® LC480

MTHFR A1298C rs1801133
Amorces

MTHFR A1298C

Sens =
Antisens =

Sondes fluorescentes 2

MTHFR A 1298C

Probe Flu
Probe Red 610

Fiche Technique

S'CTT TTG GGA GCT GAA GGACTACTAC?J
S'CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3

5" AAG GAG GAG CTG CTG AAG ATG TGG GGG GAG GAG CT 3’FL
5" ACC AGT GAAGAAAGTGTCTTT GA 3’ PH

Préparation du mix: Les solutions filles (SF) des amorces et de sondes sont preparées a

partir des solutions méres (SM).

Volume | Volume Concentration | (Nbre de puits + 1)°
(ul/puits (ul/puits finale (Nbre de puits + 16)*
de 96) de 384)
H20° 2,75 1,72
Amorce sens A1298C (4picomol/ul) 1,25 SF 0,79 SF 0,5 UM
SM (SF=4ul (SF=4ul
de SM +|de SM +
96ulH,0) | 96uIH,0)
Amorce antisens A1298C 1,25 SF 0,79 SF 0,5 UM
(4 picomol/pl) SM (SF=4ul (SF=4pl
de SM + | de SM +
96ulH,0) | 96uIH,0)
Probe Flu A1298C (4 picomol/ul) | 0,5 SF 0,32 SF 0,2 yM
(SM) (SF=2ul (SF=2ul
de SM +|de SM +
48ulH,0) | 48ulH,0)
Probe Red610 A1298C (8picomol/ul) | 0,25 SF 0,16 SF 0,2 uM
(SM) (SF=4ul (SF=4ul
de SM +|de SM +
46pulH,0) | 46ulH,0)
Kit LC 480 genotyping 5X° 2 1,25 1X

(pret a I’emploi)

Déposer 8l de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 2ul de DNA pour la plaque 96.
Déposer 5 pl de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 1 pl de DNA pour la plaque 384.

La concentration finale comprise entre 10 et 20 ng/pl par analyse).

Filmer la plaque et centrifuger a 1500g (2730rpm) pendant 2mn.
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Programme d’amplification PCR®: 1 H 15 environ.

Detection format : Multi Color HybProbe ou Monocolor

HybProbe si MTHFR2 seule

(Selected Filter Combinations : 483-610)

Reaction volume : 6pl®
Reaction volume : 10 pl’

target (°C) Acquisition Mode | Hold (hh :mm:ss) | Ramp Rate (°C/s)’ | Ramp Rate (°C/s )™
=Type = Pente = Pente

DENATURATION Cycles: 1 Analysis Mode : None None

95 | None | 00 :10 :00 | 4.4 | 4.8
PCR Cycles : 45 Analysis Mode : Quantification Quantification

95 None 00:00 :10 4.4 4.8

55 Single 00:00:10 2.2 2.5

72 None 00:00:10 4.4 4.8
COURBES DE FUSION Cycles: 1 Analysis Mode : Melting curves Melting curves

95 None 00:00 :30 4.4 4.8

40 None 00:02:00 2.2 2.5

73 Continuous
REFROIDISSEMENT Cycles:1 Analysis Mode : None None

40 | None | 00:00 :30 | 2.2 | 2.5
Résultats :
MTHFR 2 Génotypage Températures de fusion (Tm)
Homozygote sauvage AA 59°C
Homozygote muté CC 56°C
hétérozygote AC 56°C+59°C

!Amorces Eurogentec.Eurogentec SA Liége science park, rue Bois Saint-Jean 54102 Seraing Belgique

2Tib MolBiol, Syntherselabor GmbH, D-12103, Berlin, Germany.
®Nombre d’échantillons & considerer pour préparer le mix pour une plaque de 96 puits.

* Nombre d’échantillons a considerer pour préparer le mix pour une plague de 384 puits.
®LightCycler480 Genotyping Master 5X concentré Cat. 04 707 524 001 Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
®Light Cylcler480. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

"Volume par puits pour plaque 96 puits.
8Volume par puits pour plaque 384 puits.
®Pente de courbe de fusion pour plaque 96 puits.

1%Pente de courbe de fusion pour plaque 384 puits.

Technique en Light Cycler480 mise au point au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire CHU-Brabois.
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3.3. Génotypage de la méthionine synthase

3.3.1. Génotypage de la méthionine synthase par technique en Light Cycler® LC1.2

Fiche Technique

MTR A2756G rs1805087

Amorces !
Sens MTR1

=5 TATGGCTATCTTGCATTTTCAG 3’

Antisens MTR2 =5 TTTACACTCCTCAAAACCATT 3’

Sondes fluorescentes >

Probe Flu

Probe Red 640

=5’AGACTCATAATGGCCCTGTCTATAT 3’

=5'TCATATTCTTCCATGATTTCCTCAAAGTATTCATCCTS’

Tm =60°C
Tm moyenne=58°C
Tm =56°C

Tm=72°C
Tm moyenne=85°C

Tm =98°C

Vol (ul/capillaire)

Concentration finale

X (Nb de capillaires *+

1)

H,0* 3.2

MgCl, ° (25mM) 0.8 2mM
Amorce sens (5picomol/ul) 1 0.5uM
Amorce antisens (5picomol/ul) 1 0.5uM
Probe Flu (4picomol/ul) (SM) 0.5 SF 0.2uM

(SF=1 de SM+24puL H,0)
Probe Red 640 (8picomol/ul) 0.5 SF 0.4uM

(SF=de 2 SM +23 pL

H,0)

Kit LC hybridization probe °
(Préparer avec 60 pl de la solution

b dans la solution a)

1

Déposer 8l de mix dans chaque capillaire et ajouter ensuite 2l de DNA (concentration comprise entre 50 et

100 ng/I par analyse)

Programme d’amplification PCR ® (Programme : F2/F1).

DENATURATION Type : None Cycles: 1
Segment Temperature (°C) Time (s) Pente (°C/s) Type
1 95 10 :00 20 None
PCR Type : Quantification Cycles : 40
Segment Temperature (°C) Time (s) Pente (°C/s) Type
1 95 10 20 None
2 50 5 20 Single
3 72 10 20 None
FUSION CURVE Type : Melting curves Cycles: 1
Segment Temperature (°C) Time (s) Pente (°C/s) Type
1 95 5 20 None
2 45 10 20 None
3 95 0 0.1 Continuous
COOLING Type : None Cycles: 1
Segment °C. Temp en sec. Pente (°C/sec.) Type
1 40 30 20 None
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RESULTATS:

Selon la température de fusion
Homozygote sauvage AA 56 °C
Homozygote muté GG 62 °C
Hétérozygote AG 56 °C+62 °C

! Synthétisées dans Secteur Commun de Biologie Moléculaire ou par la société Tib MolBiol, Syntherselabor GmbH, D-12103, Berlin,
Germany.

2 Tib MolBiol, Syntherselabor GmbH, D-12103, Berlin, Germany.

® H,O PCR Grade. Réf. 03315932. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

* LC capillaries 20ul. Réf. 11909339. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

°LC Fast StartHyb Probes. Reéf. 12239272. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

® Light Cylcler®. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

Technique en Light Cycler® mise au point au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire CHU-Brabois
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3.3.2. Génotypage de la méthionine synthase par technique en Light Cycler ® LC480

MTR A2756G rs1805087

Amorces *
Sens MTR1 A2756G

Fiche Technique

=5 TATGGCTATCTTGCATTTTCAG 3’

Antisens MTR2 A2756G =5 TTTACACTCCTCAAAACCATT 3’

Sondes fluorescentes 2
Probe Flu A2756G

Probe Red 640 A2756G

=5’AGACTCATAATGGCCCTGTCTATAT 3’ FL

=5’'TCATATTCTTCCATGATTTCCTCAAAGTATTCATCCT3’

Préparation du mix: Les solutions filles (SF) des amorces et de sondes sont preparées a partir des solutions

méres (SM).
Volume | Volume Concentration | (Nbre de puits + 1)°
(ul/puits (ul/puits finale (Nbre de puits + 16)*
de 96) de 384)
Amorce sens A2756G (5picomol/ul) 1SF 0,63 SF 0,5 UM
SM (SF=5ul (SF=5ul
de SM +|de SM +
95ulH,0) | 95ulH,0)
Amorce antisens A1298C 1SF 0,63 SF 0,5 UM
(4 picomol/ul) SM (SF=5ul (SF=5ul
de SM +|de SM +
95ulH,0) | 95ulH,0)
Probe Flu A1298C (4 picomol/ul) | 0,5 SF 0,32 SF 0,2 yM
(SM) (SF=2ul (SF=2ul
de SM + | de SM +
48ulH,0) | 48ulH,0)
Probe Red610 A1298C (8picomol/ul) | 0,5 SF 0,32 SF 0,4 uM
(SM) (SF=4pl (SF=4ul
de SM +|de SM +
Kit Mix Probe Master LC 480 2X° |5 3,13 1X

(pret a I’emploi)

Déposer 8ul de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 21l de DNA pour la plaque 96.
Déposer 5 pl de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 1 pl de DNA pour la plaque 384.

La concentration finale comprise entre 10 et 20 ng/ul par analyse).

Filmer la plaque et centrifuger a 15009 (2730rpm) pendant 2mn.
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Programme d’amplification PCR®: 2 H environ.

Detection format : Multi Color HybProbe ou Monocolor
HybProbe MTR A2756G (MS)
(Selected Filter Combinations : 483-640)

Reaction volume : 6pl®
Reaction volume : 10 pl’

target (°C) Acquisition Mode | Hold (hh :mm:ss) | Ramp Rate (°C/s)’ | Ramp Rate (°C/s )™
=Type = Pente = Pente

DENATURATION Cycles: 1 Analysis Mode : None None

95 | None | 00 :10 :00 | 4.4 | 4.8
PCR Cycles : 50 Analysis Mode : Quantification Quantification

95 None 00:00:10 4.4 4.8

50 Single 00:00:15 2.2 2.5

72 None 00:00:15 4.4 4.8
COURBES DE FUSION Cycles: 1 Analysis Mode : Melting curves Melting curves

95 None 00:00 :20 4.4 4.8

45 None 00:02:00 2.2 2.5

70 Continuous
REFROIDISSEMENT  Cycles: 1 Analysis Mode : None None

40 | None | 00:00 :30 | 2.2 2.5
Résultats :
MTR A2756G (MS) Génotypage Températures de fusion (Tm)
Homozygote sauvage AA 55°C
Homozygote muté GG 61°C
hétérozygote AG 55°C+61°C

!Amorces Eurogentec.Eurogentec SA Liége science park, rue Bois Saint-Jean 54102 Seraing Belgique.

2Tib MolBiol, Syntherselabor GmbH, D-12103, Berlin, Germany.

®Nombre d’échantillons & considerer pour préparer le mix pour une plaque de 96 puits.
* Nombre d’échantillons a considerer pour préparer le mix pour une plague de 384 puits.
®LightCycler480 Probes Master 2X concentré Cat. 04 707 494 001 Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

®Light Cylcler480. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
"Volume par puits pour plaque 96 puits.

8Volume par puits pour plaque 384 puits.

®Pente de courbe de fusion pour plaque 96 puits.

1%Pente de courbe de fusion pour plaque 384 puits.

Technique en Light Cycler480 mise au point au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire CHU-Brabois.
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3.4. Génotypage Méthionine Synthase Réductase

3.4.1 Génotypage Méthionine Synthase Réductase par technique RFLP

Fiche Technique

MTRR A66G rs1801304

Amorces !
Sens MTRR1 =5 GCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT 3’ Tm=72°C.
Antisens MTRR2 =5 ‘GTGAAGATCTGCAGAAAATCCATGTA 3’ Tm=70°C

Préparation du mix PCR (QSP 50pul)

Vol Concentration finale
(ul/tube)
DNA 250 ng/ul 1 250 ng
Tampon PCR 10X * 5 1X
MgCl, 50 mM * 2 2 mM
dNTP 1.25 mM ° 1 0.02 mM
Amorce sens MTRR1 10uM 4 0.8uM
Amorce antisens MTRR2 10uM 4 0.8 uM
Hot Start TagDNA 5U/ul 0.4 2U
H,0* 326
Programme d’amplification PCR °
Température (°C) Temps (min)
Dénaturation initiale 95 15
30 cycles
Température (°C) Temps (sec)
Dénaturation 96 30
Hybridation 60 35
Elongation 72 60
Température (°C) Temps (min)
Elongation 72 7

Electrophorese
Dépot de 10 pl sur gel d'agarose ° & 2 % et migration ’ & 130 V © pendant 1h.

Préparation de la digestion °

Produit de PCR

H,0*

Tampon Enzyme ™

NN [oo|o[E

Enzyme de restriction ©° Ndel 5U/pl

Incubation a 37 °C pendant 4h.
Electrophorese

Dépot de 20 ul sur gel de polyacrylamide ™ & 8%
Migration? 100 V  pendant 1h dans TBE ** 1X
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Résultats ** °

Nb de paires de bases
Homozygote sauvage AA 44 - 22
Homozygote muté GG 66
Hétérozygote AG 66 - 44 - 22

1 Synthétisées dans le Secteur Commun de Biologie Moléculaire CHU Brabois

2 Kit QIAGEN Ref. 203203. QIAGEN S.A. 3, av du Canada LP 809 91974 Courtaboeuf, Cedex, France

% Réf. Dntp 100mM : mélange dATP, dCTP, dGTP, et dTTP. Prendre 12.5 L de chaque solution et ajouter 950 L de H,O milliQ Sigma
Aldrich BP 701, 38297 St Quentin Fallavier Cedex, France

* préparée au CHU Brabois

® thermocycleur : PCR System 2400, Perkin Elmer, Applied Biosystems ; ZAC Paris Nord |1, BP 50086, 95948 Roissy CDG, Cedex, France
® Agarose Electrophoresis grade 100 g, Réf. 315510-019, Invitrogen Sarl, BP 96, 95613 Cergy Pontoise, Cedex, France

" Cuves: Sub-Cell® GT Agarose Gel. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

8 Generateur: PowerPac™ . BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

°Bain Marie: Lauda E 100

0 Enzyme de restriction + Tampon ; Réf. RO111S 20000 U/ml. Ozyme, Biolab, BP 78053, St Quentin Yveline, Cedex, France

11 (4 ml de polyacrylamide 30%BIORAD ref.161-0156 + 1.5ml de TBE 10X + 150pl de persulfate d'ammonium 10% + 15 pl de Temed +
H,O QSP 15ml)

12 Cuves: Mini Proton ® 3. Electrophoresis Cell, BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

3 Eurobio, 91953 Les Ulis, France

¥ UVP Dual Intensity Transilluminator

15 Gel Doc Scanner, BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

Technique mise au point au laboratoire
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3.4.2. Génotypage Methionine Synthase Reductase par technique en Light Cycler LC480
Fiche Technique

MTRR A66G rs1801394

Amorces !

Sens MTRR1 A66G 5° GCA AAG GCC ATC GCA GAA GAC AT 3’
Antisens MTRR2 A66G 5°GTG AAG ATC TGC AGA AAATCC ATG TA 3’
Sondes fluorescentes 2

Probe Flu A66G 5" CCA CAG CTT GCT CACACATTTC3’

Probe Red 640 A66G 5" CTG CGA TGG CCT TTG CCT GTC CCT 3’

Préparation du mix: Les solutions filles (SF) des amorces et de sondes sont preparées a
partir des solutions meéres (SM).

Volume Volume Concentration | (Nbrede puits+1)°
(l/puits de 96) | (ul/puits de 384) finale (Nbredepuits+ 16)*
H20° 3 1,875
Amorce sens A66G 1SF 0,625 SF 0,5 uM
(5picomol/pl) SM (SF=5ul de | (SF=5pldeSM+195pl
SM+195ulH,0) | H,0)
Amorce antisens A66G 1SF 0,625 SF 0,5 uM
(5picomol/ul) SM (SF=5ul de SM | (SF=5ul de SM +
+195 pul H,O0) | 195 pl H,0)
Probe Flu A66G (4 0,5 SF 0,32 SF 0,2 pM
picomol/ul) (SM) (SF=2ul de SM | (SF=2ul de SM + 48
Probe Red640 A66G | 0,5SF 0,32 SF 0,2 uM
(8picomol/ul) (SM) (SF=4pl de SM | (SF=4ul de SM + 46
Kit LC 480 genotyping 5X° 2 1,25 1X
(pret a I’emploi)

Déposer 8l de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 2ul de DNA pour la plaque 96.
Déposer 5 pl de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 1 pl de DNA pour la plaque 384.
La concentration finale comprise entre 10 et 20 ng/ul par analyse).

Filmer la plaque et centrifuger a 1500g (2730rpm) pendant 2mn.

Programme d’amplification PCR®: 1 H 50 environ

Detection format : Multi Color HybProbe ou Monocolor Reaction volume : 6pl®
HybProbe MTRR A66G (MSR) Reaction volume : 10 pl’
(Selected Filter Combinations : 483-640)
target (°C) Acquisition Mode | Hold (hh :mm:ss) | Ramp Rate (°C/s)’ | Ramp Rate (°C/s )™
=Type = Pente = Pente
DENATURATION  Cycles:1 Analysis Mode : None None
95 | None | 00 :10 :00 | 4.4 | 4.8
PCR Cycles : 50 Analysis Mode : Quantification Quantification
95 None 00:00:10 4.4 4.8
50 Single 00:00:15 2.2 2.5
72 None 00:00:15 4.4 4.8
COURBES DE FUSION Cycles : 1 Analysis Mode : Melting curves Melting curves
95 None 00:00 :20 4.4 4.8
45 None 00:03 :00 2.2 2.5
70 Continuous
REFROIDISSEMENT Cycles:1 Analysis Mode : None None
40 | None | 00:00 :30 | 2.2 | 2.5
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Résultats :

MTRR A66G (MSR) Génotypage Températures de fusion (Tm)
Homozygote sauvage AA 57°C
Homozygote muté GG 62°C
hétérozygote AG 57°C+62°C

!Amorces Eurogentec.Eurogentec SA Liége science park, rue Bois Saint-Jean 54102 Seraing Belgique.

2Tib MolBiol, Syntherselabor GmbH, D-12103, Berlin, Germany.

®Nombre d’échantillons & considerer pour préparer le mix pour une plaque de 96 puits.

* Nombre d’échantillons a considerer pour préparer le mix pour une plague de 384 puits.

SLightCycler480 Genotyping Master 5X concentré Cat. 04 707 524 001 Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
®Light Cylcler480. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

"Volume par puits pour plaque 96 puits.

®Volume par puits pour plaque 384 puits.

®Pente de courbe de fusion pour plaque 96 puits.

1%Pente de courbe de fusion pour plaque 384 puits.

Technique en Light Cycler480 mise au point au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire CHU-Brabois.
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3.5. Génotypage de la transcobalamine 11
3.5.1. Génotypage de la transcobalamine Il par technique RFLP
Fiche Technique

TCN C776G - Codon 259 rs1801198

Amorces !

Sens CAS = CTC ATG ACT TCC CCC ATG CC Tm =64 °C.
Sens SIS = CTC ATG ACT TCC CCC ATG CG Tm =64 °C.
Antisens ERGE = TGC CAG ACA GTC TGG GAA GA Tm =62 °C.

Préparation du mix PCR (QSP 50 ul)

Vol (ul/tube) Concentration finale
DNA 250 ng/ul 1 250 ng
Tampon PCR 10X ? 5 1X
MgCl, 50 mM 2 2 2 mM
dNTP 1.25 mM ® 8 0.2 mM
Amorce sens CAS ou SIS 10uM 0.75 0.2 uM
Amorce antisens ERGE 10uM 0.75 0.2 uM
TagDNA 5 U/pl 2 0.25 1.25 U
H,0* 32.25

Programme d’amplification PCR °:

1 cycle
Température (°C) Temps (min)
Dénaturation initiale 94 2
30 cycles
Température (°C) Temps (sec)
Dénaturation 94 20
Hybridation 60 20
Elongation 72 20
1 cycle
Température (°C) Temps (min)
Elongation 72 7

Electrophorése

Dépdt de 10 gll sur gel d'agarose ® 1.5 % + 3 pl de gel loading solution ’

Migration

: 130 V ° pendant 1h.dans TBE % 1X
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Résultats 12

Taille attendue du fragment: 177 pb.

primer 5SWT primer 5M
homozygote Proline - sauvage 1 bande -
homozygote Arginine - muté - 1 bande
hétérozygote Proline / Arginine 1 bande 1 bande

! Synthétisées dans le Secteur Commun de Biologie Moléculaire CHU Brabois.
2 Kit 18038-026. Invitrogen Sarl, BP 96, 95613 Cergy Pontoise, Cedex, France.
% Réf. ANTP100mM : mélange dATP, dCTP, dGTP, et dTTP. Prendre 12.5 L de chaque solution et ajouter 950 L de H,O milliQ Sigma

Aldrich BP 701, 38297 St Quentin Fallavier Cedex, France.
* Préparée au CHU Brabois.

® Thermocycleur : PCR System 2400, Perkin Elmer, Applied Biosystems ; ZAC Paris Nord 1l, BP 50086, 95948 Roissy CDG, Cedex,

France.

® Agarose Electrophoresis grade 100g, Réf. 315510-019, Invitrogen Sarl, BP 96, 95613 Cergy Pontoise, Cedex, France.
" Gel Loading Réf. G2526. Sigma Aldrich BP 701, 38297 St Quentin Fallavier Cedex, France.

8 Cuves: Sub-Cell® GT Agarose Gel. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA.

® Generateur: PowerPac™ . BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA.

% Eurobio. 91953 Les Ulis, France.
1 UVP Dual Intensity Transilluminator.

12 Gel Doc Scanner. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA.

Polymorphisme mis en évidence a I’unité INSERM U-724 (Namour F et al. 1998).
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3.5.2. Génotypage de la transcobalamine I1 par Technique en Light Cycler ® LC480

Fiche Technique

TCN C776G - Codon 259 rs1801198

Amorces !

Sens CAS =
Sens SIS =
Antisens ERGE =

Préparation du mix:
solutions meres (SM

3’ CTCATGACTTCCCCCATGCC5S’
3’ CTCATGACT TCCCCCATGCG S’
3’ TGC CAG ACAGTC TGG GAAGAYY’

Les solutions filles (SF) des amorces sont preparées a partir des

Tm =64 °C.
Tm =64 °C.
Tm =62 °C.

Vol (ul/puits | Vol (ul/puits | Concentrat® | Mix1 CAS Mix2 SIS
de 96) de 384) finale Nbre de puits+1% | Nbredepuits+1
Nbredepuits+16° | Nbredepuits+16°
H,0* 2 1,25
Amorce Sens CAS 0,5 SF 0,32 SF 0,15 uM
(3picomol/pl) SM SF=1,2ulde | SF=1,2ulde
SM500uM+ | SM500uM+
198,8ulH,0 | 198,8ulH20
Amorce Sens SIS 0,5 SF 0,32 SF 0,15 uM
(3picomol/ul) SM SF=1,2ulde | SF=1,2ulde
SM500uM+ | SM500uM+
198,8ulH,0 | 198,8ulH20
Amorce Antisens 0,5 SF 0,32 SF 0,15 uM
ERGE (3picomol/ul) SF=1,2ulde | SF=1,2ulde
SM SM500uM+ | SM500uM+
198,8ulH,0 | 198,8ulH20
Kit LC480 Sybr Green 5 3,2 1X

2X* (Prét a I’emploi)

Déposer 8ul de MIX1 dans chaque puits impair et 8ul de MIX2 dans chaque puits pair et ajouter ensuite 2ul du
méme DNA dans les 2 puits consécutifs pour la plaque 96(ex : Al et A2 ; A3et A4).
Déposer 5 pl de MIX1dans chaque puits impair et 5 pl de MIX2dans chaque puits pair et ajouter ensuite 1 pl du
méme DNA dans les puits consécutifs pour la plaque 384(ex : Al et A2 ; A3et A4).
La concentration finale comprise entre 10 et 20 ng/ul par analyse)
Filmer la plaque et centrifuger a 15009 (2730rpm) pendant 2mn.
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Programme d’amplification PCR®: 1H environ

Reaction volume : 6pl°
Reaction volume : 10 pl’

Detection format : SYBR Green
TCN C776G - Codon 259 rs1801198

(Selected Filter Combinations : 483-533)

target (°C) Acquisition Mode Hold (hh :mm:ss) | Ramp Rate (°C/s)® | Ramp Rate (°C/s )’
=Type = Pente = Pente
DENATURATION Cycles: 1 Analysis Mode : None None
95 | None | 00 :10 :00 | 4.4 | 4.8
PCR Cycles : 35 Analysis Mode : Quantification Quantification
95 None 00:00:10 4.4 4.8
61 None 00:00:10 2.2 2.5
72 Single 00:00:14 4.4 4.8
COURBES DE FUSION Cycles: 1 Analysis Mode : Melting curves Melting curves
95 None 00:00:01 4.4 4.8
68 None 00:01 :00 2.2 2.5
95 Continuous
REFROIDISSEMENT Cycles: 1 Analysis Mode : None None
40 | None | 00:00 :30 | 2.2 | 2.5

*Amorces Eurogentec.Eurogentec SA Liége science park, rue Bois Saint-Jean 54102 Seraing Belgique

*Nbre d’échantillons a considérer pour le MIX1 ou MIX2 pour une plaque de 96 puits

*Nombre d’échantillons & considerer pour le MIX1 ou MIX2 pour une plaque de 384 puits
“Light Cycler480 SYBR Green | Master Cat 04 707 516 001 Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
®Light Cylcler480. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
Volume par puits pour plaque 384 puits
"Volume par puits pour plague 96 puits

8pente de courbe de fusion pour plaque 96 puits
®Pente de courbe de fusion pour plaque 384 puits

Technique en Light Cycler480 mise au point au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire CHU-Brab
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3.6. Génotypage de Tumor Necrosis Factor-a par technique en Light Cycler® LC480

TNF-a G-308A rs1800629

Amorces *

Sens G-308A

Antisens G-308A

Sondes fluorescentes 2

Probe Sensor Flu G-308A

Probe Anchor LCRed 640 G-308A

Fiche Technique

5'AAG GAA ACAGACCACAGACCTG 3
5GGT CTT CTG GGC CACTGAC ¥

5 AACCCCGTCCCCATGCCCC3I FL

5 CAAAACCTATTGCCT CCATTTCTT TTG GGG AC PH

Préparation du mix: Les solutions filles (SF) des amorces et de sondes sont preparées a partir des solutions

meres (SM).
Volume Volume Concentration | (Nbre de puits + 1)°
(ul/puits  de | (ul/puits de | finale (Nbre de puits + 16)*
96) 384)
H20° 3 1,875
Amorce sens G-308A (5picomol/pl) 1SF 0,625 SF 0,5 UM
SM (SF=5pl (SF=5pl
deSM+195 deSM+195pl
pl H,0) H,0)
Amorce antisens G-308A 1SF 0,625 SF 0,5 uM
(5picomol/ul) SM (SF=5ul (SF=5ul de
deSM+195ul | SM + 195 pl
H,0) H,0)
Probe Sensor Flu G-308A 0,5 SF 0,32 SF 0,2 uM
(4 picomol/ul) (SM) (SF=2ul de | (SF=2ul de
SM + 48ul | SM + 48 ul
H,0) H,0)
Probe Anchor Red640 G-308A | 0,5SF 0,32 SF 0,2 uM
(8picomol/ul) (SM) (SF=4pul de | (SF=4ul de
SM + 46ul | SM + 46 ul
H,0) H,0)
Kit LC 480 genotyping 5X° 2 1,25 1X

(pret a I’emploi)

Déposer 8l de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 2ul de DNA pour la plaque 96.
Déposer 5 pl de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 1 pl de DNA pour la plaque 384.

La concentration finale comprise entre 10 et 20 ng/ul par analyse)
Filmer la plaque et centrifuger a 15009 (2730rpm) pendant 2mn
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Programme d’amplification PCR®: 1 H 15 environ

Detection format : Multi Color HybProbe ou Monocolor
HybProbe TNF-o G-308A

Reaction volume : 6pl®
Reaction volume : 10 pl’

(Selected Filter Combinations : 483-640)

target (°C) Acquisition Mode | Hold (hh :mm:ss) | Ramp Rate (°C/s)° | Ramp Rate (°C/s )™
= Type = Pente = Pente
DENATURATION Cycles: 1 Analysis Mode : None None
95 | None | 00:10 :00 | 4.4 | 48
PCR Cycles : 50 Analysis Mode : Quantification Quantification
95 None 00:00:10 4.4 4.8
57 Single 00:00:15 2.2 25
72 None 00:00:10 4.4 4.8
COURBES DE FUSION Cycles: 1 Analysis Mode : Melting curves Melting curves
95 None 00:01:00 4.4 4.8
45 None 00 :02 :00 2.2 25
80 Continuous
REFROIDISSEMENT Cycles: 1 Analysis Mode : None None
40 | None | 00 :00 :30 | 2.2 2.5
Résultats :
TNE-a G-308A Génotypage Températures de fusion (Tm)
Homozygote sauvage GG 67°C
Homozygote muté AA 60°C
hétérozygote GA 60°C+67°C

!Amorces Eurogentec.Eurogentec SA Liége science park, rue Bois Saint-Jean 54102 Seraing Belgique

2Tib MolBiol, Syntherselabor GmbH, D-12103, Berlin, Germany.

®Nombre d’échantillons & considerer pour préparer le mix pour une plaque de 96 puits

* Nombre d’échantillons a considerer pour préparer le mix pour une plague de 384 puits

SLightCycler480 Genotyping Master 5X concentré Cat. 04 707 524 001 Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France
®Light Cylcler480. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

"Volume par puits pour plaque 96 puits

8Volume par puits pour plaque 384 puits

%Pente de courbe de fusion pour plaque 96 puits

1%Pente de courbe de fusion pour plaque 384 puits

Technique en Light Cycler480 mise au point au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire CHU-Brabois
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3.7. Génotypage de Interleukine 1-a technique en Light Cycler® LC480

Fiche Technique

IL1-a C-889T rs1800587

Amorces !
Sens C-889T
Antisens C-889T

Sondes fluorescentes 2

Probe Flu C-889T

Probe LC Red 640 C-889T

5' TGTTCTACCACCTGAACTAGGC 3'
5 TGGCTAAGTTTGGGAATGGAGAT 3

5 GGAAGGCATGGATTTTTACATATGAGCC 3’ X
S'TCAATGATGTTGCCTGATTACTATTATT 3'P

Préparation du mix: Les solutions filles (SF) des amorces et de sondes sont preparées a
partir des solutions meres (SM).

Volume Volume (pl/puits | Concentr® | (Nbre de puits + 1)°
(l/puits de 96) de 384) finale (Nbre de puits + 16)*
Amorce sens C-889T 1SF 0,63 SF 0,5 uM
(4picomol/ul) SM (SF=5plde (SF=5ul de
SM+195ulH,0) SM+195ul H,0)
Amorce antisens C-889T 1SF 0,63 SF 0,5 UM
(4 picomol/pl) SM (SF=5ul de SM + | (SF=5ul de SM
195ulH,0) + 195 ul H,0)
Probe Flu C-889T 0,5 SF 0,32 SF 0,2 pM
(4 picomol/pl) (SM) (SF=2ul de SM + | (SF=2ul de SM
48 ul H,0) + 48 ul H,0)
Probe Red610 C-889T | 0,5 SF 0,32 SF 0,4 pM
(8picomol/ul) (SM) (SF=4ul de SM + | (SF=4ul de SM
46 ul H,0) + 46 pl H,0)
Kit Mix Probe Master 5 3,13 1X

LC 480 2X°
(pret a I’emploi)

Déposer 8ul de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 21l de DNA pour la plaque 96.

Déposer 5 pl de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 1 pl de DNA pour la plaque 384.

La concentration finale comprise entre 10 et 20 ng/ul par analyse)
Filmer la plaque et centrifuger a 15009 (2730rpm) pendant 2mn

Programme d’amplification PCR®: 2 H environ

Detection format : Multi Color HybProbe ou Monocolor
HybProbe IL1-0. C-889T

(Selected Filter Combinations : 483-640)

Reaction volume : 6ul®
Reaction volume : 10 pl’

target (°C) Acquisition Mode | Hold (hh :mm:ss) | Ramp Rate (°C/s)° | Ramp Rate (°C/s )*
= Type = Pente = Pente
DENATURATION Cycles: 1 Analysis Mode : None None
95 | None | 00:10 :00 | 4.4 | 48
PCR Cycles : 40 Analysis Mode : Quantification Quantification
95 None 00:00:10 4.4 4.8
50 Single 00:00:10 2.2 25
72 None 00:00 :20 4.4 4.8
COURBES DE FUSION Cycles: 1 Analysis Mode : Melting curves Melting curves
95 None 00:01:00 4.4 4.8
45 None 00:02 :00 2.2 25
70 Continuous
REFROIDISSEMENT Cycles: 1 Analysis Mode : None None
40 | None | 00 :00 :30 | 2.2 | 2.5
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Résultats :

IL1-0 C-889T Génotypage Températures de fusion (Tm)
Homozygote sauvage CC 52°C
Homozygote muté TT 57°C
hétérozygote CT 52°C+57°C

*Amorces Eurogentec.Eurogentec SA Ligge science park, rue Bois Saint-Jean 54102 Seraing Belgique

2Tib MolBiol, Syntherselabor GmbH, D-12103, Berlin, Germany.

®Nombre d’échantillons & considerer pour préparer le mix pour une plaque de 96 puits

* Nombre d’échantillons a considerer pour préparer le mix pour une plaque de 384 puits

®LightCycler480 Probes Master 2X concentré Cat. 04 707 494 001 Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France
®Light Cylcler480. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

"Volume par puits pour plaque 96 puits

®olume par puits pour plaque 384 puits

®Pente de courbe de fusion pour plaque 96 puits

%Pente de courbe de fusion pour plaque 384 puits

Technique en Light Cycler480 mise au point au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire CHU-Brabois
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3.8. Génotypage de Interleukine 1-p par technique en Light Cycler® LC480

IL1-# C-511T rs16944

Amorces !

Sens C-511T

Antisens C-511T

Sondes fluorescentes
Probe Flu C-511T

Probe LC Red 640 C-889T

Fiche Technique

5 TGG CAT TGATCT GGT TCATC 3'
S'GTTTAGGAATCTTCCCACTT 3

5 ACA GAG AGC TCCCGAGCAGA 3 X
5" AAC AGC ACC CAAGGT AGAGACCCACACC3 p

Préparation du mix: Les solutions filles (SF) des amorces et de sondes sont preparées a
partir des solutions méres (SM).

Volume (ul/puits

Volume (ul/puits de

Concentration

(Nbrede puits+ 1)°

de 96) 384) finale (Nbredepuits+16)*
H20° 3,4 2,3
MgCI2 25mM° 0,6 0,38 2,5mM
Amorce sens C-511T 1SF 0,63 SF 0,4 uM
(4picomol/ul) SM (SF=4pl de (SF=4puldeSM+96pl
Amorce antisens C-511T 1SF 0,63 SF 0,4 UM
(4picomol/ul) SM (SF=4pl de (SF=4pl de
SM+96ul H,0 SM+96ul H,0)
Probe Flu C-511T 0,5 SF 0,32 SF 0,2 pM
(4 picomol/ul) (SM) (SF=2pldeSM+48ul (SF=2ul de
Probe LC Red640 C-511T 0,5 SF 0,32 SF 0,4 pM
(8picomol/ul) (SM) (SF=4pl de SM+46 | (SF=4pul de SM+46
ul H,0) HIH,0)
Kit LC hybridization 1 0,63 1X

probe® (Préparer avec 60 pl
de la solution b dans la
solution a)

Déposer 8ul de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 21l de DNA pour la plaque 96.
Déposer 5 pl de MIX dans chaque puits et ajouter ensuite 1 ul de DNA pour la plaque 384.
La concentration finale comprise entre 10 et 20 ng/ul par analyse)
Filmer la plaque et centrifuger a 15009 (2730rpm) pendant 2mn
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Programme d’amplification PCR®: 1H 15 environ

Reaction volume : 6pl®
Reaction volume : 10 pl’

Detection format : Multi Color HybProbe ou Monocolor
HybProbe IL1-f C-511T

(Selected Filter Combinations : 483-640)

target (°C) Acquisition Mode | Hold (hh:mm:ss) | Ramp Rate (°C/s)° | Ramp Rate (°C/s )™
= Type = Pente = Pente
DENATURATION Cycles: 1 Analysis Mode : None None
95 | None | 00:10 :00 | 4.4 | 48
PCR Cycles : 40 Analysis Mode : Quantification Quantification
95 None 00:00:10 4.4 4.8
52 Single 00 :00 : 05 2.2 25
72 None 00:00:14 4.4 4.8
COURBES DE FUSION Cycles: 1 Analysis Mode : Melting curves Melting curves
95 None 00:00 :30 4.4 4.8
42 None 00 :02 :00 2.2 25
80 Continuous
REFROIDISSEMENT Cycles: 1 Analysis Mode : None None
40 | None | 00 :00 :30 | 2.2 | 2.5
Résultats :
IL1-p C-511T Génotypage Températures de fusion (Tm)
Homozygote sauvage CC 66°C
Homozygote muté T 59°C
hétérozygote CT 57°C+ 66°C

1Amorces Eurogentec.Eurogentec SA Liége science park, rue Bois Saint-Jean 54102 Seraing Belgique

*Tib MolBiol, Syntherselabor GmbH, D-12103, Berlin, Germany.

®Nombre d’échantillons & considerer pour préparer le mix pour une plaque de 96 puits

* Nombre d’échantillons & considerer pour préparer le mix pour une plague de 384 puits
® LC Fast StartHyb Probes. Réf. 12 239 272 001. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
®Light Cylcler480. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
"Volume par puits pour plague 96 puits

8Volume par puits pour plaque 384 puits

®Pente de courbe de fusion pour plaque 96 puits
%Pente de courbe de fusion pour plaque 384 puits

Technique en Light Cycler480 mise au point au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire CHU-Brabois
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4. Analyses statistiques

Les variables nominales ont été rapportées en nombre et pourcentage, et les variables
continues en meédiane et interquartiles. Un test de chi-carré a été utilisé pour évaluer des
différences de variables nominales. Un U-test de Mann-Whitney ou un test de Kruskal-
Wallis ont été utilisés pour les variables continues. Une analyse de régression linéaire
multiple a été employée pour évaluer les déterminants indépendants de I’Hcy. L’ analyse de
régression logistique multivariée par étapes a pris en compte un modéle qui a inclus I'age, le
sexe et toutes les variables qui avaient une valeur de p < 0,10. Une valeur p inférieure a 0,05
était considérée comme statistiquement significative. Les données ont été analysées en
utilisant le logiciel de SAS Windows (Institut de SAS, Berkeley, Californie, Etats-Unis) et le

logiciel Statview pour Windows (Institut de SAS, Berkeley, Californie).
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RESULTATS ET DISCUSSION
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1. Alleles 677T et 1298C du gene de la methylenetetrahydrofolate
réductase et statut en Folates : étude comparative entre Afrique de I’ouest
selon les régions, cotieres/urbaines et savanne/secteur rural, Mexique, Italie

et France (Publications A, B et C)

1.1. Résultats

Nous avons observé les fréquences les plus élevées et plus basses de l'allele 677T et du
génotype 677TT au Mexique et dans les pays africains de I’Afriqgue de I’Ouest,
respectivement (Publication C, Tableau 1). L'alléle T était également sensiblement plus
fréquent en Sicile qu'en France (Pubication C, Tableau 1). Nous avons considéré les sous-
groupes de la population francaise du nord est et nous n‘avons trouvé aucune différence
significative dans la fréquence de l'alléle T (36.1% [ 28.7, 44.2 ] contre 36.0% [ 31.2, 40.8],
p=0.6725) et le génotype 677TT (13.9% [ 7.8, 23.8 ] contre 14.3% [ 9.9, 19.8 ], p = 0.9262).
Les pays de I’Afrique de I’Ouest et le Mexique étaient les deux zones géographiques avec les
plus basses fréquences de l'allele 1298C et du génotype 1298CC. La fréquence la plus
élevée était observée en France (Publication C, Tableau 1). Les distributions des trois
génotypes des polymorphismes 677C>T et 129A>C de MTHFR observés dans les 7
secteurs du recrutement n'étaient pas différentes de la distribution théorique selon I'équilibre
de Hardy-Weinberg.

La concentration en plasma des t-Hcys, les folates et la vitamine B12 sont présentés dans le
Tableau 2 (Publication C). Le Mexique et la Sicile étaient les deux zones géographiques avec
le niveau le plus élevé en folates, avec un niveau sensiblement plus bas en Sicile qu'au
Mexique. Les niveaux les plus élevés de t-Hcys et les niveaux les plus bas de folates ont été

observés dans les pays africains. Le pourcentage le plus élevé de carence en folates a été
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enregistré en Afrique, et plus en particulier au Togo, et le plus bas taux au Mexique, en
considérant le seuil OMS de 7 nmol/L (Publication C, Tableau 2). Au contraire, un niveau
bas de la vitamine B12 (< 100 pmol/L) a été rapporté dans 9.7% [ 6.3, 13.0 ], 2.6% [ 1.0, 5.2
], 1.3% [ 0.2, 4.3 ] et 0.8% [0.2, 2.1] des sujets du Mexique, la France, I'ltalie et I'Afrique,
respectivement, avec un pourcentage sensiblement plus élevé au Mexique qu'en France
(p=0.0045) et aucune différence significative entre la France, I'ltalie et I'Afrique, entre les
deux régions de France et entre les trois régions d'Afrique. En Europe, les concentrations en
t-Hcys et vitamine B12 étaient respectivement sensiblement inférieures et plus hauts en Italie
qu'en France (Publication C, Tableau 2). Dans l'analyse de régression multiple, les folates
étaient un prédicteur indépendant significatif de t-Hcys dans les 7zones géographiques, alors
que t-Hcys était également associé a la vitamine B12 en Sicile et au Mexique (C, Tableau 3).
Le génotype MTHFR 677TT a été associé a une augmentation tres importante de t-Hcys en
Afrique. En revanche, il n'y avait aucun effet additionnel significatif de la double
hétérozygosité 677CT/129AC sur t-Hcys, par rapport au génotype 677CT / 129AA (t-Hcys :
10.0;7.9.12.2 contre 10.0; 8.1. 14.0, respectivement, p = 0.0952). Nous avons étudié si la
fréquence de l'allele 677T était associée au statut en folate et autres déterminants du
métabolisme de I’homocystéine, dans les 7 zones (Publication C, Tableau 4). Dans l'analyse
univariée, nous avons trouvé une corrélation entre la fréquence de I’alléle T et, par ordre de
signification, la médiane de folates, de t-Hcys et de la concentration en vitamine B12,
respectivement. Il existait une association de la fréquence de I’alléle T avec les folates des
porteurs de 677 CC (Publication C, Figure 2). Nous avons considéré la concentration en
folates limité aux homozygotes de 677CC afin d'éviter un biais lié a l'effet du génotype TT
sur la concentration en folates. Une corrélation inverse étroite a été également trouvee entre
la fréquence de l'allele 677T et le pourcentage des cas ayant un déficit en folates (< 7

nmol/L) (Publication C, Figure 2). Les folates des porteurs 677CC et, dans une moindre
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mesure, t-Hcys étaient les deux prédicteurs significatifs résiduels de la fréquence dalléle T,
dans une analyse multivariée par régression qui a inclus également I'age et la vitamine B12
(C, Tableau 4). Les mémes résultats ont été obtenus en considérant I'association folates dans
des porteurs 677CC avec la fréquence du génotype TT (Publication C, Tableau 4). En
revanche, il n'y avait aucune association significative entre la fréquence du génotype

677CT/129AC et les folates des porteurs 677CC (p=0.2450).

1.2. Discussion

Notre étude a été réalisée sur un échantillon d’adultes jeunes, ce qui limite I’influence d'une
association hypothétique des polymorphismes 677C>T et 1298A>C génétiques avec une
longévité diminuée. Comme prévu, la fréquence de l'alléle T était la plus haute au Mexique,
intermédiaire en France et la Sicile et est la plus basse dans les pays d’Afrique occidentale.
Nous n’avons pas observé de différence entre les fréquences du génotype 677TT et l'alléle
677T entre les populations mexicaines et siciliennes nouveau-nées d'une étude récente
(Wilcken et al., 2003) et les jeunes adultes de nos populations du Mexique (p=0.6429) et la
Sicile (p=0.5619), respectivement. Elles étaient également semblables entre les nouveaux-nés
(Wilcken et al., 2003) et les jeunes adultes de la région est du nord de la France (p=0.9318).
En supposant qu'un changement tres a long terme d'environnement nutritionnel peut
influencer I’alléle 677T et les fréquences de I’allele 1298 C des migrants, il y avait un intérét
a comparer les fréquences d'alléle de jeunes adultes a ceux des nouveaux-nés des populations
migrantes correspondantes. Nous avons rapporté une fréquence de l'allele 677T au Bénin et
au Togo qui était sensiblement inférieure a celle des nouveaux-nés américains noirs d'Atlanta
(9.0% [7.1-11.2] contre 13.9 [11.2-17.1], p=0.0269) (Publication C, Tableau 1) (Amouzou et

al., 2004 ; Ubbink et al., 1999) et (Amouzou et al., 2004 ; Wilcken et al., 2003). L'alléle 677T
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chez les nouveaux-nés d'origine hispanique a Atlanta (41.1% [32.8-49.8]) était également
sensiblement moins fréquent que chez les jeunes adultes de notre population (p=0.0006) et les
nouveaux-nés (57.0% [53.9, 60.0], p=0.0008) du Mexique (Tableau 1) (Wilcken et al., 2003).
Ces différences de la fréquence d'alléle entre les populations migrantes et autochtones peuvent
résulter des variations du recrutement liées a I’age et du mélange ethnique partiel. Cependant,

un effet lié a un changement de la pression liée a I'environnement alimentaire devrait étre
également prise en compte.

De telles pressions hypothétiques liées a I'environnement alimentaire demeurent spéculatives
dans le cas des polymorphismes MTHFR. Notre maniére pour les évaluer était de comparer les
populations qui ont des fréquences contrastées de l'allele T et également des typologies
alimentaires distinctes. En utilisant cette approche, nous avons rapporté que la fréquence d'alléle
T la plus élevée était dans la zone géographige qui avait la plus basse influence du génotype
677TT sur des t-Hcys (Publication C, Figure 1 et Tableau 1). Réciproquement, la plus basse
fréquence a été enregistrée en Afrique ou l'influence de génotype sur t-Hcys était la plus
importante.

Nous avons observé une corrélation étroite de la fréquence de I’alléle T avec le niveau de
folates ou le pourcentage des individus ayant une concentration de folates inférieure au seuil
OMS (Publication C, Figure 2). Les folates plasmatiques des porteurs 677CC peuvent étre
considérés comme marqueur biologique d'apport alimentaire a court terme en folates puisque
nous avons exclu les cas consommant de maniére récurrente des suppléments vitaminiques.
Cependant, une limite de notre étude était que nous ne pouvions pas considérer l'effet a long
terme du statut en folates sur la fréquence de I’allele T. La concentration la plus élevée en
folates et le pourcentage le plus bas de carence ont été enregistrés dans les deux zones, Mexique
et Sicile, ayant la fréquence de l'alléle T la plus élevee. En fait, la similitude principale entre les

deux populations est leur typologie alimentaire. Le régime traditionnel des deux zones est plus
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pauvre en protéines animales que le régime occidental. Réciproquement, il est beaucoup plus
riche en mais, haricots, lentilles, fruits frais et Iéegumes (Kushi et al., 1995 ; Turrini et al., 2001 ;
Cavantes et al., 1999). Plusieurs évaluations des apports en folates dans les populations de
I'Europe ont établi un gradient croissant du sud au nord a comparer au gradient décroissant de la
fréquence d'alléle T. Par exemple, I’apport en folates a été estimé a 190 pg/jour chez les femmes,
en Hollande, 268.2 au + 91.5 pg/jour chez les femmes, en France et 323 au + 87 ug/jour chez les
femmes d'ltalie centrale (Zetterberg, 2004 ; de Bree et al.,2001; Kushi et 1995). La forte
fréquence de la carence en folates dans les pays ouest-africains peut participer a I'effet
phénotypique dramatique de l'allele T sur t-Hcys, exercant donc une pression environnement-
génétique (Amouzou et al., 2004). En effet, pas moins de 26.5% de la population africaine ont eu
une concentration en folates au-dessous de la limite de seuil de 7 nmol/L, une proportion
nettement plus haute que les 2.1% rapportés au Mexique (Tableau 2). En revanche, pas moins de
9.3% du groupe mexicain ont une vitamine B12 inférieure au seuil de 100 pmol/L, suggérant une
forte fréquence de carence, comme noté dans une revue récente sur le statut de la vitamine B en
Amérique latine (Publication C, Tableau 2) (Allen, 2004). En outre, la vitamine B12 était un
prédicteur de t-Hcys dans les deux populations ayant le statut en folates le plus élevé, Italie et
Mexique (Publication C, Tableau 2), comme précédemment rapporté dans les sujets
supplémentés en folates (Quinlivan et al. 2002).

Rosenberg et autres ont prouvé que MTHFR 677T s'est produite sur un haplotype commun,

au moins chez les Africains, Israéliens et Japonais (Rosenberg et al., 2002). Ceci suggére que
MTHFR TT puisse conférer un avantage de survie dans les populations a statut folique normal
(Rosenberg et al., 2002 ; Munoz-Moran et al., 1998). Nos données sont concordantes avec
cette hypothése. Cependant, il peut étre difficile d’estimer I'association des mutations de
MTHFR avec la viabilité embryo-foetale car la majorité d'avortements spontanés se

produisent avant le suivi médical systématique des grossesses. Une étude récente a trouvé un
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avantage de survie du génotype MTHFR 677TT, avec une fréquence 4-fois plus élevée chez
les nouveau-nés, comparés aux foetus avortés (Isolato et al., 2000). En revanche, une plus
grande fréquence de I’allée 677T combiné et les alléles 1298C mutés a été rapportee dans une
série d'embryons spontanément avortés (Zetterberg et al., 2002). Les taux t-Hcys accrus et ses
déterminants génétiques ont été également impliqués dans le risque d’anomalie de fermeture
du tube neural (NTD) (van der Put et al., 1995 ; James et al., 1999 ; Nelen et al., 1997 ; Lissak
et al.,, 1999 ; Gueéant et al., 2004 ; Kumar e al. 2003) et ces associations semblent étre
conditionnées par la zone géographique et le statut alimentaire (Guéant et al., 2004 ; Kumar et
al., 2003 ; Gueéant et al., 2003). Pour NTD et DS, les polymorphismes de MTHFR sont
prédictifs du risque dans les pays de I'Europe du nord, neutres en Europe occidentale et du
sud, ou les apports en folates et la fréquence de l'allele T sont beaucoup plus élevés
(Zetterberg et al., 2002 ;.van der Put et al. 1995 ; Guéant et al., 2004 ; Kumar et al., 2003 ;
Guéant et al., 2003 ; de Franchis et al., 1995 ; Papapetrou et al., 1996 ; Guéant-Rodriguez et
al., 2003 ; Stegmanet et al., 1999 ;Whitehead et al., 1995; Christensen et al. 1999 ;
Shields1999 ; Shields e al., 1999 ; Hobbs et al., 2000 ; Rosenblatt et al., 1999 ; Hassold et al.,
2001 ; O’Leary et al., 2002 ; Stuppia et al., 2002 ; Chadefaux-Vekemans et al.,2002 ;
Boduroglu et al., 2004).

En conclusion, nous avons montré une association apparente entre la fréquence de l'alléle
677T et le pourcentage de la carence en folates dans 7 zones géographiques. Cette
observation effective est en accord avec I'hypothése d'une interaction géne-nutrition entre
MTHFR et statut en folates, au moins dans les zones géographiques étudiées.

La distribution des génotypes du polymorphisme TCN2 776 C>G parmi les 7 populations
est présentée dans le Tableau 1, Publication D. Trois groupes contrastés pourraient étre
démontrés, selon la fréquence du génotype homozygote de 776 GG. La fréquence la plus

élevée a éteé rapportée en Chine, ce génotype étant bien plus fréquent que le génotype 776
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CC dans cette population. On a observé une fréquence basse du génotype de GG dans les
populations d'Afrique occidentale (Publication D, Tableau 2). En outre, on n'a observé
aucune différence entre les sujets du Togo et ceux du Bénin, ni entre ceux de la céte du Togo
et ceux de la savane. En revanche, une fréquence plus élevée de deux fois du génotype
TCN2 776 GG a été rapportée chez les patients du Bénin avec la forme grave de malaria
(6.0% [95%CI : 3.7-9.6], Figure 1). Une fréquence intermédiaire a été rapportée dans les
populations européennes de France et d'ltalie, au Maroc et au Mexique. Etonnamment, la
fréquence du génotype 776 GG chez les Afro-Américains n'était pas sensiblement différente
de celle rapportée dans les populations caucasiennes (p =0.8387), et elle était nettement plus
élevée que celle observée chez les sujets Afro-Africains (Tableau 1, p = 0.0004). Elle était du
méme ordre de grandeur que celle rapportée dans un autre groupe d'Afro-Américains des
Etats-Unis du Nord-est [Bowen et al., 2004]. Par comparaison, la fréquence du génotype
MTHFR 677 TT était semblable dans les deux populations africaines d'Afrique et de New
York, avec la plus basse des fréquences des sept groupes, comme précédemment rapporté
dans d'autres études [Amouzou et al., 2004 ]. Ceci indique que la différence dans Ila
distribution du génotype 776 GG n'était pas due au brassage de groupes ethniques et que
MTHFR et TCN2 se sont comportés distinctement quant a I'influence de I'environnement sur
leur distribution respective.

Les mémes conclusions ont été obtenues en considérant les fréquences alléliques du
polymorphisme TCN2, au lieu du génotype TCN2 776 GG. L'alléle de 776 G était l'alléle
prédominant dans la population chinoise (p<0.0001), l'allele le moins fréquent en Europe
occidentale, régions méditerranéennes et au Mexique, et sa fréquence était nettement
inférieure chez les sujets Afro-Africains que dans n'importe quel autre groupe ethnique
(Tableau 2, p<0.0001). La fréquence de l'allele G était 2 fois inférieure chez les Afro-

Africains, comparés aux Afro-Américains de New York (Tableau 2, p =0.0012) et a la
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«somme » des Afro-Américains de New York et de I'étude de Bowen et autres (2004)
(Tableau 2, p<0.0001). La fréquence d'allele en France n'était pas différente de celle
précédemment rapportée en Suede, en Hollande, en Irlande, en Gréce et dans les populations
caucasiennes d’/Amérique du Nord [Namour et al., 2001 ; Bowen et al.,2004 ; Swanson et al,
2005 ; Lievers et al. 2001 ; Mc Caddon et al., 2001 ; Namour et al., 2001 ; Afmann et al.,
2002]. En revanche, elle était sensiblement plus élevée que celle rapportée en Sicile (p =
0.0084) et au Mexique (p = 0.0161). La distribution de I’alléle 677 T MTHFR parmi les 7
populations était semblable aux données de la littérature [Pepe et al., 1998 ; Amouzou et al.,
2004]. En particulier, elle était du méme ordre de grandeur chez les Afro-Africains d'Afrique
occidentale et les Afro-Ameéricains de New York. En outre, des résultats semblables ont été
rapportés dans la population Afro-Africaine d'Atlanta [Wilcken et al., 2003]. Nous avons
étudié I'nypothése d'une influence de gene-gene de MTHFR sur la distribution du
polymorphisme TCN2 et vice versa. Nous n‘avons pas trouvé de différence de fréquence de
776 G entre les sujets portant I’allele MTFHR 677 T et ceux portant I’allele 677 C, dans
n'importe laquelle de ces 7 populations. Il n'y avait aucune évidence de déséquilibre de
Hardy-Weinberg en Afrique occidentale, aux Etats-Unis nord-est, le Maroc, en France et en
Italie (Chi-place : 0.0002. p = 0.989, 2.619, p = 0.106, 0.049, p = 0.825, 1.869, p = 0.169,
0.001,p=0.920 ; 0.350. p = 0.554, respectivement). En revanche, la fréquence des génotypes
TCN2 776 CG observeés était lIégérement plus élevée que prévue dans les échantillons de
population provenant de la Chine et du Mexique et plus du double que prévu chez les patients
africains présentant la malaria grave (Tableau 3 et Figure 1).

Il n'y avait aucune association entre l'alléle 776G et la concentration en homocystéine, en
folates et en vitamine B12. Le niveau de plasma d'homocystéine était le plus élevé en
Afrigue, intermédiaire au Maroc, en France et le plus bas en lItalie et au Mexique, avec des

valeurs respectives de 18.2 +13.9, 11.4 £3.2, 10.7 £3.3, 9.9 £5.9 et 10.3 £3.7 umol/L.
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Les folates sériques étaient les plus élevés au Mexique, intermédiaires en Italie, France et
Maroc et les plus faibles en Afrique avec des valeurs respectives de 19.5 +9.4, 13.4 +6.3,
12.8 +5.0, 11.3 +5.1 et 10.8 +6.8 nmol/L. Par comparaison, le niveau de la vitamine B12 était
le plus élevé en Afrique de I’Ouest et au Maroc, intermédiaire au Mexique et en Italie et le
plus faible en France, avec des valeurs respectives de 662.4 +506.4, 590.7 +428.5, 422.7
+658.8, 347.5 +158.7 et 296.8 +£191.4 pmol/L. Le Mexique et la France étaient les deux pays
ou le percentage le plus élevé de concentration basse en vitamine B12 (< 100 pmol/L) a été
rapporté, avec une fréquence respective de 9.3 et 3.7%. Il n'y avait aucun cas de carence en
vitamine B12 en Italie et le Maroc et la fréquence de carence en vitamine B12 était aussi
basse que 0.8% en Afrique. L'influence phénotypique du polymorphisme TCN2 776 C>G

sur I'homocystéine était semblable quelle que soit la concentration en vitamine B12.
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5,10-Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
and methionine synthase (MITR) are two of the key en-
zymes in the folate/vitamin B,,-dependent remethyla-
tion of homocysteine to methionine. The frequencies of
MTHFR single nucleotide polymorphisms (SNPs),
677C~T, 1298A—~C, 1317T~C and of MTR, 2756A—G,
have been widely studied in Caucasians, but they have
never been reported simultaneously in a large popula-
tion from Sub-Saharan Africa. Presently, we report the
prevalence of these SNPs and their relationship to ho-
mocysteine in 240 subjects recruited in West Africa. The
frequencies of the mutant genotypes 677TT (0.8%) and
1298CC (2%) were lower than that usually observed in
Caucasians, while the frequency of the mutant 7377CC
was higher (16%). We formed a systematic association
of the mutated MTHFR 677C»T SNP with a 12984/
1317T common haplotype. The MTHFR mutant geno-
type 677TT was associated with an intermediate hyper-
homocysteinemia (92.4+6.0 pmol/l) higher than that
described in Caucasians. The 27564+ G SNP in the MTR
was similarly distributed in Africans compared to
Caucasians. In conclusion, the MTHFR 677TT or 1298CC
genotypes are much rarer in Africans than in Cau-
casians. The 677TT low frequency may be related to the
high effect of this mutation on homocysteine metabo-
lism in the environmental conditions of this African re-
gion. Clin Chem Lab Med 2003; 41(8):1028-1032

Key words: Homocysteine; Single nucleotide polymor-
phism; Methylenetetrahydrofolate reductase; Methion-
ine synthase.

Abbreviations: MTHFR, 5,10-methylenetetrahydrofo-
late reductase; MTR, methionine synthase; SNP, single
nucleotide polymorphism.

*These authors contributed equally to this work.
**E-mail of the corresponding author:
Jean-Louis.Gueant@medecine.uhp-nancy.fr

Introduction

5,10-Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
and methionine synthase (MTR) are two of the key en-
zymes in the folate/vitamin B,,-dependent synthesis
of methionine, an upstream reaction to both DNA
synthesis and DNA methylation. Mutations in the
MTR or MTHFR genes may result in decreased en-
zyme activity and hyperhomocysteinemia (1, 2). Ho-
mocysteine, a branch-point metabolite of methionine
metabolism, can be remethylated to methionine by
MTR or degraded to cysteine in the trans-sulfuration
pathway. The remethylation of homocysteine, which
occurs by the transfer of a methyl group from the
5-methyltetrahydrofolate (MeTHF) via vitamin B, to
homocysteine, is intimately linked to the reduction of
the 5,10-methylenetetrahydrofolate by the MTHFR.
Three single nucleotide polymorphisms (SNPs),
677C~T, 1298A~C including one silent mutation,
1317T-C, have been identified in the MTHFR gene (3).
The 677C—T mutation leads to a thermolabile enzyme
that shows a reduced activity and results in a moder-
ate hyperhomocysteinemia when associated with low
plasma folate levels in patients with occlusive vascu-
lar diseases (4-6). The 72984—C SNP is known to re-
sult in altered enzyme activity but was not shown to
be related to hyperhomocysteinemia in the absence
of association with the MTHFR 677CT genotype (7).
Another SNP, 2756A—~+G, has been identified in the
vicinity of the binding domain of vitamin B,, to the
apoenzyme MTR and seems to have no clear effect on
homocysteine blood level (8).

The percentage of individuals homozygous for the
677C—T mutation is between 14% to 18% among the
Caucasian population, while this percentage is consid-
erably lower in African-Americans, less than 2% (9, 10).
This mutation is associated with a common haplotype
that may confer a selective advantage (9). The frequen-
cies of the MTHFR 1298A~C and 1317 T—C and the
MTR 2756A—G mutations, and their influence on the
plasma homocysteine levels, have never been evalu-
ated in a large black population from Africa. The pre-
sent study was therefore undertaken first to describe
the frequency of the three mutations in the MTHFR
gene and the one in the MTR gene in a population from
two West African countries, and to look for the respec-
tive influence of these genetic factors and of nutritional
factors on the plasma homocysteine levels.
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Materials and Methods

The study was carried out on a population of 240 healthy sub-
jects including 155 men and 85 women aged 31.7+9.3 years
(range 19-55 years). Fasting venous blood was collected into
EDTA-containing tubes, and after centrifugation aliquots were
stored at —30 °C until analysis. Plasma homocysteine concen-
trations (protein-bound and free homocysteine) were deter-
mined by the fluorescence polarization immunoassay (FPIA)
IMx-homocysteine method developed by Abbott (Abbott
Laboratories Diagnostics Division, Abbott Park, IL, USA).
Buffy coat was prepared from the previously collected blood
and genomic DNA was isolated with the Qiagen kit according
to the manufacturer recommendations (Qiagen-France,
Courtaboeuf cedex, France).

PCR-based restriction fragment length polymorphism
(RFLP) methods were used to determine the genotypes of the
four SNPs. Previously described methods were used for the
677C~+T SNP and the two other mutations (7298A—C,
1317T—+Cin the MTHFR gene (3, 11, 12)). The 677C—T creates
a Hinfl recognition site in a 198 bp amplified DNA fragment,
which was used to differentiate the various genotypes: 677CC,
677CT and 677TT. The 1298A—C mutation creates a new
recognition site by the Fnu4Hl on a DNA fragment, the diges-
tion gives different patterns that correspond to the three
genotypes 1298AA, 1298AC and 1298CC. The 1317T—C muta-
tion creates a new Taql restriction site that allows differentia-
tion of the three genotypes 1317777, 13177C and 1317CC. The
2756A— G mutation in the MTR gene creates a recognition site
for the restriction enzyme Haelll, and this allows the differen-
tiation of the genotypes corresponding to the homozygous
mutant 2756GG, the heterozygous 2756AG and the homozy-
gous wild-type 2756AA (8). For all the genotyped SNPs, con-
trol DNA was included in each experimental batch to avoid
any lack of digestion that could lead to misinterpretation. The
protocol of this study has been approved by the local Ethics
Committee (from Cotonou, Benin, and Lome, Togo) and all the
included subjects gave written consent.

Statistical analysis was performed with StatView 5 for Win-
dows (SAS Institute, Berkeley, California, USA), results were
expressed as mean + SEM. ANOVA followed by Fischer's pro-
tected least significance difference (PLSD) test was used for
the comparison of the quantitative data, and p < 0.05 was con-
sidered significant.

Results

The observed frequencies of mutated alleles of the
MTHFR and MTR SNPs are presented in Table 1. All the
distributions of these SNPs were in Hardy-Weinberg
equilibrium (respective p-values of corrected Chi-
square: 0.99, 0.99, 0.40 and 0.47, respectively, for the
MTHFR 677C—~T, 1298A—~C and 1317T—C, and MTR
2756A—G SNPs). The genotype frequencies of the ho-
mozygotes for the 677C~T, 1298A~C and 1317T-C
mutations were, respectively, 0.8%, 2% and 16%
(Table 2). The percentage of homozygotes 7298CC for
the MTHFR 1298A~C was largely below that reported
in the Caucasian populations (10-13%); 16% of the
study population was homozygous for the 1377T7+C
mutation, and the mutated MTHFR 677C—T genotype
was systematically associated with the wild type of
1317T—C and 71298A—C mutations. The mutant geno-
type frequency observed for the MTR 2756A—+ G muta-

tion, 5.8%, was similar to that commonly reported in
the other ethnic groups (4-6%) (13, 14). The 240 sub-
jects had a moderate hyperhomocysteinemia (18.1+
1 umol/l) according to the common classification used
for the Caucasian populations {15). Plasma homocys-
teine concentration was significantly higher in the het-
erozygous 677CT and homozygous 677TT than in the
wild-type genotype 677CC (p = 0.01 and p < 0.0001, re-
spectively) (Table 2). No significant differences were
found between homocysteine levels for the MTHFR
1298A—~C, 1317T—+Cand MTR 2756A—+ G SNPs.

In order to evaluate a possible synergetic effect of the
two MTHFR SNPs, we combined the different genotypes
two-by-two and evaluated the homocysteine concentra-
tions of the 677C—T/1298A— C-associated genotypes.
Three combined genotypes have not been observed in
our population: the 677CT/1298CC, the 677TT/1298AC
and the double homozygous 677TT/1298CC. The fre-
quency of the observed combined genotypes and their
related plasma homocysteine concentrations are
shown in Table 3. The plasma homocysteine level was
not affected by the 677CC genotype when combined
with any of the three MTHFR 1298A—C SNP genotypes.
On the contrary, the combined genotypes 677CT/
1298AA, 677TT/1298AC and 677TT/1298AA had signifi-

Table 1 Mutated allele frequency of methylenetetrahydrofo-
late reductase (MTHFR) 677C~+T, 1298A—+C and 1317T~C and
of methionine synthase (MTR) 2756A—G in 240 subjects from
West Africa.

Allele Frequency 95% Interval
(%) confidence
MTHFR 677T 8.7 5.2-12.2
1298C 16.0 11.5-20.5
1317C 38.0 32.0-44.0
MTR 2756G 27.0 21.6-32.4

Table 2 Plasma homocysteine concentrations according to
the MTHFR (677C~+T, 1298A—C, 1317T+C) and the MTR
2756A-+G SNPs in a Sub-Saharan population (n = 240).

Genotype Frequency Homocysteine
(%) (pmol/l)

677CC 83.3 16.3£0.9ab
677CT 15.9 21.6x2.0 ¢
6777TT 0.8 92.4+6.0bc
1298AA 70.0 17.9+1.2
1298AC 28.0 18.3x1.9
1298CC 2.0 16.5x4.0
13177T 40.0 19.9x22.1
1317TC 44.0 17.3£1.3
1317CC 16.0 15.5+1.2
2756AA 51.7 18.4+1.4
2756AG 42.5 17.5+£1.5
2756GG 5.8 18.2+3.7

ap =0.01, ¢ p<0.001.
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Table 3 Frequency (%) and plasma homocysteine concentrations (mean = SD) of the
MTHFR combined genotypes (677C—+T/1298A~C) in a Sub-Saharan population (n = 240).

677CC 677CT 677TT

1298AA 1298AC 1298CC 1298AA 1298AC 1298AA
(57.8%) (23.3%) (2%) (11.7%) (4.2%) (0.8%)
15.7+12b 17.7=x2.1 16.5+3.9¢ 21.6+2.23d 21.8+4.8 92.4 +6bcd

2 p =0.02, <9 p<0.0001. The combined genotype frequencies are in parentheses. The

plasma homocysteine was expressed in pmol/l.

cantly increased plasma homocysteine levels when
compared to that of the wild-type 677CC-combined

genotypes (677CC/1298AA, 677CC/1298AC, 677CC/
1298CC) (Table 3).
Discussion

To our knowledge, this is the first study that determines
the frequency of the three common mutations identi-
fied in the MTHFR gene and the one described in the
MTR gene and evaluates their influence on the plasma
homocysteine level in a large population from Sub-Sa-
haran Africa. Several studies have reported that the
677C—T mutation has significantly heterogeneous dis-
tribution among different ethnic groups (10, 16, 17).
Two other studies on Mexican populations have re-
ported a high frequency of the mutant homozygotes
677TT (18, 19). In contrast, in a comparison of the fre-
quencies of the MTHFR 677C~>T SNP between white
and black South Africans, Loktionov et al. found no ho-
mozygous individual 677TT in the studied black popu-
lation (20). The 7298A—C SNP was less common in our
study population than in the other reported studies (3,
13, 21). With regard to the double heterozygosity for
the MTHFR 677C—Tand 1298A—C SNPs, the frequency
reported for the Caucasians is 20% (13, 21). In our
study, this frequency was relatively low (4.2%). With re-
spect to the 1377T~C silent mutation, the genotype
frequency of the homozygotes 7317CC in our study
population was 16%, with an allele frequency of 38%. In
contrast, in a recent study on 450 Dutch individuals,
van der Put and Blom have reported a 0.3% allele fre-
quency for the 73777—C mutation and found no ho-
mozygote for this silent mutation (22). The high fre-
quency of the MTHFR silent mutation 71377T~Cin the
black population therefore presents a complete inverse
picture to what was observed in Caucasians. It has
been recently shown that the 677 C~ T mutation is as-
sociated with a G-T-A-C haplotype in populations from
Israel, Japan and Ghana and that it may confer a sur-
vival advantage in populations with adequate folate in-
take (9). In our study, we observed a systematic associ-
ation of the mutated MTHFR 677C— TSNP with another
1298A/1317T common haplotype. This observation is
an additional argument suggesting that the MTHFR
677C—T mutation had occurred once on a common
haplotype (9). We observed an MTHFR-dependent

moderate hyperhomocysteinemia in our population,
although the mean age of the study population was be-
low 60 years, the age above which an increase can be
observed in the plasma homocysteine concentration
(23, 24). A gradual significant increase was obvious
when the plasma homocysteine level of the 677CC was
compared to that of the heterozygous 677CT and of the
homozygous mutant 677TT. It is, however, noteworthy
that only two individuals in the study population were
mutant homozygous 677TT for the 677C~T SNF, and
their mean plasma homocysteine concentration was
largely above 30 umol/l, which according to the com-
monly used classification is an intermediate hyperho-
mocysteinemia (15). Such a dramatic effect of the ho-
mozygous 677TT genotype on plasma homocysteine
concentration may be explained by a synergistic influ-
ence of environmental factors. Folates may be one of
them. Finally, it may be hypothesized that the low fre-
quency of the homozygous 677TT genotype observed
in Africa is related to a dramatic influence on homocys-
teine concentration potentiated by environmental and
nutritional factors, in contrast to what is observed in
Europe and North America (9).

The 71298A—C SNP seems to be less frequent in black
populations than in Caucasians (Table 2). The double
heterozygosity 677CT/1298AC of the MTHFR gene was
associated with a significantly increased plasma ho-
mocysteine concentration in Caucasians (7), but not in
our populations. Therefore, unlike the previously re-
ported results, the increased plasma homocysteine
concentration observed in the combined genotypes of
the 677C~T and 1298A—~C might only be due to the
677C—T mutation.

In a study carried out on a group of black and white
young volunteers who had a similar lifestyle in a
South African population, Ubbink et al. found no dif-
ference in the fasting plasma homocysteine levels be-
tween the two populations, except an increase in the
plasma homocysteine concentration in the white
group after methionine loading (25). These authors
concluded that blacks might metabolize homocysteine
more effectively than Caucasians. The high frequency
of MTHFR 677C—T wild-type genotype in Africa may
explain the lower homocysteine concentration in
blacks, after methionine loading, considering the more
favorable catalytic rate of the wild-type phenotype of
the enzyme (4, 5).

The frequency of the individuals homozygous for the
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2756A—G SNP in the MTR gene was similar to that re-
ported in Caucasian populations. As already reported
in previous studies, we found no relationship between
homocysteine level and the SNP 2756 A~ G in the MTR
gene (13, 14).

In conclusion, homozygosity for the 677C T muta-
tion in the MTHFR gene is very rare in two apparently
healthy Sub-Saharan populations from Benin and
Togo, in contrast to what has been observed in Cau-
casians. This low frequency may be related to a higher
effect of this mutation on homocysteine metabolism in
these populations, compared to Caucasians, which
may be due to its association with environmental fac-
tors.
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High prevalence of hyperhomocysteinemia related to folate
deficiency and the 677C—T mutation of the gene encoding

methylenetetrahydrofolate reductase in coastal West Africa’”

3

Emile K Amouzou, Nicodeme W Chabi, Charles E Adjalla, Rosa M Rodriguez-Guéant, Frangois Feille,

Christian Villaume, Ambaliou Sanni, and Jean-Lowis Guéant

ABSTRACT

Background: Moderate hyperhomocysteinemia is a risk for neural
tube defect and neurodegenerative and vascular diseases and has
nutritional, metabolic, and genetic determinants. Its prevalence in
sub-Saharan Africa remains unknown.

Objective: Our goal was to evaluate the prevalence of hyperhomo-
cysteinemia and the influence of nutritional, metabolic, and genetic
determinants in savanna and coastal regions of Togo and Benin.
Dresign: Volunteers were recruited from coastal (C groups; n = 208)
and savanna (S group: i = 68) regions. Vitamin B-12, folate, total
homaocysteine (tHey), cystatin C (a marker of glomerular filtration),
and inflammatory and nutritional protein markers were measured in
plasma, and the methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
6§77C—T and 1298 A— C polymorphisms and the methionine syn-
thase 2756 A—G polymorphism were examined in genomic DNA.
Results: Moderate hyperhomocysteinemia (tHey = |5 pmol/L)
was recorded in 62.3% and 29.4% of the subjects from the coast and
savanna, respectively (P < 0.0001). A& histogram distribution of
tHey in the coastal groups showed a distinct group, C2 (15% of the
total group), with tHey = 28 pmel/L. Folate < 6.75 nmol/L (lower
quartile) and MTHFR CT/TT genotype were the 2 main risk factors
for moderate hyperhomocysteinemia in the whole population [odds
ratios: 5.3 (95% CI: 2.5, 11.2; P << 0.0001) and 4.9 (1.6, 14.8; P =
0.0048), respectively] and in the C2 group [odds ratios: 15.9 (4.5,
56,8 P = 0.0001) and 9.0(2.3, =35.2: P = 0.0017), respectively].
Cystatin C was another potent risk factor in the C2 group.
Conclusion: A high prevalence of hyperhomocysteinemia in coastal
West Africa, related to folate concentrations and the MTHFR 67T T
allele, suggests the need to evaluate the influence of hyperhomocys-
teinemia on disease in this area. Am J Clin Nutr 2004:7%:
61924,

KEY WORDS Homocysteine, folate, vitamin B-12, methyl-
enetetrahydrofolate reductase, cystatin C

INTRODUCTION

Homocysteine is a circulating sulfur amino acid, concentra-
tions of which depend on folate and vitamin B-12 nutritional
status; metabolic disorders, such as chronic renal disease: and
renetic factors. The prevalence of moderate hyperhomocys-
teinemia in North America and Europe has been widely evalu-
ated as a risk factor for coronary artery disease, neurodegenera-
tive diseases, and spina bifida (1 ). Differences in the prevalence

of hyperhomocysteinemia have been reported in various ethnic
groups. Asian Americans have significantly lower total homo-
cysteine (tHey) concentrations than do whites (2), whereas His-
panic Americans have intermediate values. Another study re-
ported higher concentrations of tHey in African Americans than
in European Americans, which may be related to the prevalence
of nutrient deficiencies (3). In South Africa, plasma homocys-
teine concentrations were reported to be significantly lower in
traditionally living adult black men than in whites (4). Blacks
metabolized homocysteine more efficiently than did whites,
even after vitamin supplementation, which suggests the influ-
ence of genetic factors. The prevalence of mederate hyperhomo-
cysteinemia in sub-Saharan Africa is unknown.

The known genetic determinants of tHey are polymorphisms
of the genes encoding enzymes involved in one-carbon metab-
olism. Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR.) and me-
thionine synthase (MTR) are 2 key enzymes in the folate- and
vitamin B-12—dependent transmethylation of homaocysteine into
methionine {5, 6). Three single-nucleotide polymorphisms,
6TTC—T, 1208A—C, and 1317T—C (a silent mutation), have
been identified in the MTHFR gene (7). The 677C—T mutation
leads to moderate hyperhomocysteinemia when associated with
low plasma folate (£—10). The 1298 A— C mutation was shown
to be related to hyperhomocysteinemia in association with the
MTHFE 677C—T genotype (11). Another polymorphism,
2756A—G, has been identified in the MTR gene, but its associ-
ation with tHey was not established {12). The percentage of
individuals homozygous for the 677C—T mutation ranges be-
tween 14% and |8% among whites but is considerably lower in
African Americans (on the order of 0-2%) (13).
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The frequencies of the MTHFR 1298A—C and MTR
2756 A— G mutations and their influence on plasma homocys-
teine concentrations have never been evaluated in a black pop-
ulation from Africa concurrently with nutritional determinants of
hyperhomocysteinemia. In the present study, we evaluated the
influence of nutritional (folate and vitamin B-12), metabolic, and
genetic (MTHFR and MTR polymorphisms) determinants of ho-
mocysteine concentrations in Benin and Togo, 2 neighboring
tropical countries of West Africa in which cardiovascular dis-
eases are relatively less frequent than in Western countries. Spe-
cial attention was paid when comparing the populations from
coastal and savanna regions because of differences in diet be-
tween these 2 regions.

SUBJECTS AND METHODS

Subjects

A total of 276 volunteers were recruited after they provided
informed consent. The volunteers from the coast were recruited
inTogo (127 subjects) and in Benin (81 subjects). The volunteers
from the savanna were recruited only in Togo (68 subjects). The
local ethical committees approved the study protocol.

Materials and methods

Venous blood from fasting subjects was collected in EDTA-
containing tubes. The samples were immediately centrifuged at
1500 x o for 15 min at —4 °C and were stored at —30 °C until
analyzed. Plasma concentrations of vitamin B-12 and folate were
assayed with an immunoassay kit on an ACS 180 automated
chemiluminescent system (Chiron Diagnostics Corporation,
East Walpole, MA). Plasma homocysteine concentrations were
measured by use of the Abbott fluorescence polarization immu-
noassay (Abbott Laboratories Diagnostics Division, Abbott
Park, IL). Nutritional and inflammatory protein markers were
determined by immunone phelometry with an Array Protein Sys-
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tem analyzer (Beckman, Berkeley, CA). Serum cystatin C con-
centrations were measured by particle-enhanced immunoneph-
elometry (Behring, Marburg, Germany). Serum creatinine (Jaffe
method), uric acid, and urea concentrations were measured on a
Hitachi model 917 multichannel analyzer (Hitachi, Tokyo).

Genomic DNA was isolated from the buffy coat layer of blood
byusing Qiagen kits according to the manufacturer’s recommen-
dations (Qiagen-France, Courtaboeuf, France). Polymerase
chain reaction—based restriction fragment length polymorphism
methods were used to determine genotypes. Previously de-
scribed methods were used for the 677C—T and 1298A—C
mutations of the MTHFR gene (7, 14, 1 5). The 677C—T muta-
tion creates a Hinfl recognition site and the 1298 A— C mutation
creates a FrudHI recognition site. The 2756A— G mutation in
MTR creates a Haelll recognition site. For all genotype determi-
nations, each experimental batch of DNA was analyzed in par-
allel with control DNA to avoid misinterpretation from any lack
of digestion of the experimental DNA (15).

Statistical analyses

Categorical variables are reported as »’s and percentages and
continuous variables as medians with 10th and 90th percentiles.
For categorical variables, a continuity-corrected chi-square test
was used to assess differences between the groups. For continuous
variables, Student’s f test for unpaired data and Bonferroni's adjust-
ment were used for the comparisons. In the case of skewed distri-
butions of data, logarithmic transformations were carried out to
normalize the distributions. Multiple regression analysis was used
to estimate the relation among tHcy, folate, vitamin B-12, and the
nutritional and metabolic markers. Significance and odds ratios
(ORs) of independent categorical and continuous determinants of
tHey were determined by multivariate logistic regression analysis.
FPvalues = 0.05 were considered to indicate statistical significance.
The data were analyzed by using STATVIEW 5 software for WIN-
DOWS (SAS Institute Inc, Berkley, CA).

TABLE 1
Clinical and biological data for the 276 subjects studied’
P 2
Group 8 Group C Group C1 Group €2 SvsC SwsCl SwCl Clw(2

No. of subjects [ (%)] 68 (24.6) 208 (75.4) 166 (50.2) 42(15.2)
Sex ratio (F/M) 0.70 0.59 076 0.24 05412 0.7570 0.0120 0.0025
Age(v) 205 (20-54)7 26 (22-48) 25 20-50) 27 { 20-50) 0.0225 00218 0.124 04838
BMI (kg/m?) 235(17.5-340) 22.2019.3-26.3) 22201731 2171730 0.0087 0.0142 00612 0.8250
Homeocysteine (wmol/L) LL&T.1-21.8) 141 (28.4-40.6) 12.6(8.1-20.5) 40.3(30.0-70.2) 0.0036 0.5550 0.0001 00001
Folate (nmal'L) B4i4.00-18.2) 9.2 (505-17.65) 10.0(55-19.1) 6.1 (30-11.8) 0.3317 0.0646 00363 0.0001
Vitamin B-12 {pmol/L) S5160282.1-907.1)  45L.150213.7-0163)  324.6¢237-11285)  35440171L.1-1064.6)  0.2049 0.8574 0.0030 0.0018
Albumin (mmol/L) 058 (0.44-0.69) 0,62 (0.38-0.7T) 0.62(0.44-0.7T) 0.63(0.42-0.75) 0.0001 0.0001 0.0001 01358
Prealbumin (pmal/L) JB(L254) 45(1.241.8) 45(1.241.8) 4.5(1.241.8) 0.0001 0.0001 0.0003% 04977
Retinol-binding protein 132 {0.80-2.12) 1.4100.81-2.21) 137(0.78-2.21) 1591 1.03-3.59) 0.1601 0.3797 0.0321 01246

{pmol/L)
C-reactive protein (nmel/L) 0.3 (0.3-0.9) 030327 0.3(0.3-2.7) 0.3(0.3-27) 0.7534 0.6559 0.8591 0.6433
Creatinine (pmel/L) 0.07 (0.06-0.12) 0.08 (0L06-0.1 1)y 008 (0.04-0.3) 008 (0.07-0.54) 0.0017 0.0126 00005 01432
Cystating C (nmol/L) 006 (0,030,087 0,06 (0.02-40.13) 006002012 0,07 (0L04-0.13) 03874 0.6757 01010 02096

¥8, savanna; C, coast; Cl, subjects from the coast with homocysteine concentrations < 28 pmol/L: C2, subjects from the coast with homocysteine
concentrations = 28 pmol/L.
< Btudent's ¢ test with Bonferroni adjustment of log-transformed data.

# Median: 10th-%0th percentile in parentheses (all such values).
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FIGURE 1. Comparative distribution of plasma homocysteine in volun-
teers from the coast (. n = 208) and savanna (O0; n = 68) of Western Africa.
A distinet group with homocysteine concentrations = 28 pmolL was iden-
tified among the volunteers from the coast.

RESULTS

The main characteristics of the population (age, sex, and bio-
logical data) are presented in Table 1. The median tHey concen-
tration in the whole population was 13.5 pmol/L. No significant
differences in plasma tHey were found in relation to sex or age.
Because the distributions of age and sex and the biological data
for subjects from the Benin and Togo coastal regions did not
ditfer significantly, we considered these subjects as a single
population ( group C). Plasma tHey exceeded the threshold value
for moderate hyperhomocysteinemia of 15 pmol/L (1) in 56.2%
of the whole population and in a much higher proportion of
subjects from the coast (group C) than from the savanna (group
S): 62.3% and 29.4%, respectively (P < 0.0001). Median tHey
concentrations were also significantly higher in the C group than
inthe S group: 14.1 and 11.6 wmol/L, respectively (P = 0.0036).
The samewas observed foralbumin and creatinine, whereas BMI
was higher in the S group than in the C group. No significant
differences in vitamin B-12 or folate were observed between the
C and S groups.

The histogram distribution of tHey in the S group (n = 68) was
continuous and nearly symmetrical for 66 subjects, with a upper
tHey concentration of 28 pmol/L. The data points for 2 subjects
were outliers, with respective values of 32 and 69 pmol/L. By
comparison, the tHey distribution of the coastal population
showed 2 distinct groups: C1 (n = 166 85% of the subjectsin the
C group), which had tHey concentrations less than the 28-
pmol/L upper limit observed in the S group and a continuous
distribution similar to that of the S group, and C2 (n = 42: 153%
ot the subjects in the C group), which had a skewed distribution

of tHey concentrations exceeding the threshold value (Figure 1).
All of the subjects from group C2 were recruited in 2 cities,
Cotonou and Lome.

No significant difference in either BMI or protein nutritional
markers was found between the C1 and C2 groups (Table 1). In
contrast, the sex ratio, folate, and vitamin B-12 were lower in
group C2 than in group Cl(Table 1). This suggests that the
hyperhomaocysteinemia in group C2 was due, at least in part, to
a deficient status of these vitamins. Blood folate concentrations
were below the lower quartile (6.75 nmol/L} in as many as 51%
of the subjects from group C2 and in 20.5% and 33.3% of the
subjects from groups C1 and 5, respectively. In fact, 52% of the
subjects from group C2 had blood folate concentrations less than
the 7.0-nmol/L threshold value defined for folate deficiency,
whereas only 5% had a vitamin B-12 concentration less than the
150-pmol/L threshold value (1).

Blood concentrations of cystatin C, folate, and albumin were
the 3 significant independent determinants of tHey in multiple
regression analysis of the whole population (Table 2). RBP,
cystatinC, and uric acid were the 3 determinants of tHcey in group
Cl (Table 2). Folate was a weaker determinant of tHey in group
2 than in group S (Table 2}, but in logistic regression analysis,
aconcentration below the lower quartile (6.75 nmol/L ) generated
a potent risk of tHey = 28 pmol/L (Table 3).

We investigated the genetic polymorphism of MTHFR and
MTR as determinants of homocysteine concentrations in the
coastal and savanna regions. The distributions of all of the poly-
morphisms were in Hardy Weinberg equilibrium. The genotypes
and allele frequencies of the MTHFR 677C—T and 1298A—C
and the MTHR 2756 A— G mutations are presented in Tables 4 and
5, respectively. No significant difference in frequency was ob-
served for the 2 MTHFR polymorphisms and the MTR polymor-
phism between the coast (C1 + C2 groups) and savanna regions.
Howewver, we found a clear difference in the MTHFR 677—T
poelymorphism distribution when we compared group C2 with
groups Cl and S (Tables 4 and 5). In fact, the MTHFR 677 ITT
mutant homozygous genotype was observed only in group C2,
and the heterozygous CT genotype was also significantly more
frequent in group C2, suggesting a role of this polymorphism as
a determinant of hyperhomocysteinemia. In logistic regression
analysis, the MTHFR 677 T mutated allele was a potent risk
factor for mild hyperhomocysteinemia in the whole population
and in group C2 (Table 3). The other determinants that increased
the risk of having a tHey concentration = 28 pmol/L were, by
decreasing order of odds ratios, folate less than the lower quartile,
cystatin C, and albumin (Table 3). The concentration of tHey of

TABLE 2

Stepwise multiple regression analysis of independent determinants (continuous variables) of total homocysteine (tHey)'

Group Residual determinants Coefficient P

Whele population Folate —0.353 0.0005
Albumin 0.689 0.0008
Cystatin C 10.424 = 0.0001

Coast, group C1 (tHey < 28 pmol/L) Retinol-binding protein —0.084 0.0054
Cystatin C 4.930 0.0022
Uric acid 0.008 0.0011

Coast, group C2 (tHey > 28 pmolL) Folate —1.463 0.0432

Savanna Folate —0.549 0.0028

"Nonsignificant determinants excluded were age, BMI, vitamin B-12, C-reactive protein, albumin, prealbumin, retinol-binding protein, cystatin C,

creatinine, and uric acid.
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TABLE 3
Evaluation by logistic regression analysis of the risk (odds ratia) of mild hyperhomocysteinernia related to genetic and nutritional determinants
Odds ratio
Dependent determinant Residual determinants (95% CT) P
Homoeeysteine = 13.5 pmol/L Folate <= 6.75 nmol/L (lower quartile) 53(2511.2) = 0.0001
(median, whole population) MTHFR 677 T allele 4.9(1.6,14.8) 0.0048
Creatinine 1L.3(10, L.6) 00330
Homocystene = 28 pmol/L Folate <0 6.75 nmol/L (lower quartile) 15.9(4.5, 56.8) < (.0001
{group C2) MTHFR 677 T allele 9.042.3,352) 0.0017
Cystatin C 7.70(2.0,29.9) 0.0030
Albumin 1.2(1.00,1.3) 0.0451

'Nons'}gmiflcam determinants excluded were age, BMI, vitamin B-12, C-reactive protein, prealbumin, retinol-binding protein, and uric acid. MTHFR,
methylenstetrahydrofolate reductase. Group C2, subjects from the coast with homocysteine concentrations = 28 pumolL.

the whole population was significantly lower in the subjects with
the MTHFR 677 CC genotype than in those with either the CT or
TT genotypes, with respective values (median and 10th—90th
percentiles)of 12.6 (8.0-30.5), 19.1 (9.9—-46.2),and 86.4 (59.1—
05.5) pmol/L (7 = 0.0100 and P = 0.0011, respectively),
whereas no significant difference was observed for folate. In
contrast, tHey concentrations of subjects with the 677 CT and
wild-type MTHFR genotypes were not significantly different in
croup C2 [39.1 (31.9-66.4) and 39.0 (30.8-53.9) pmol/L, re-
spectively]. The other polymorphisms from MTHFR and MTR
had no significant influence on tHey.

DISCUSSION

In the present study, we observed a high prevalence of age-
independent moderate hyperhomocysteinemia in the population
from the coast of Togo and Benin. The 13.5-pmol/L median
concentration of tHey is 3.5 and 1.5 pmol/L higher than average
tHey values recorded in northern and southern Europe, respec-
tively (16). There is a north-to-south increase in the frequency of
the MTHFR 677 T allele in Europe, which may explain in part the
tHey gradient (16, 17). However, the MTHFR polymorphism
corresponds to only 12.3% of the total sample variance in tHey (16).
Another determinant of tHey, folate, may limit this gradient, in
regard to the apparently higher folate content of the food of Medi-
terrannean populations (18). In the present study, folate was the
main determinant of mild hyperhomocysteinemia (Table 3).

Blood folate concentrations were lower in group C2 than in
groups C1 and S, and this low folate concentration (lower quar-
tile) generated a 15.9-fold increased risk of having homocysteine
concentrations = 28 pwmol/L in this group. The subjects of group

TABLE 4

C2 were recruited in Lomé and Cotonou, in contrast with the rural
origin of the group from the savanna. Our data show, therefore,
that dietary folate intake was deficient mostly in a defined pop-
ulation from these 2 towns, as illustrated by the distinct plasma
tHey distributions in groups C1 and C2 (Figure 1). This differ-
ence was not explained by differences in traditional diet between
the coast and the savanna, even though the traditional diets of the
2 regions differ in sources of micronutrients { 19). Cereals (corn,
millet, and sorghum) are predominant in the savanna, whereas
starchy foods (cassava, yvams, and sweet potatoes) are predomi-
nant on the coast. Daily folate intake is nearly identical in the
coastal and savanna regions, with respective estimated values of
280.5 and 312.6 pg/d (19).

The hyperhomocysteinemia observed inas much as 15% ofthe
population of the coast could therefore correspond to an inade-
quate intake of folate related to a high frequency of poverty in the
2 towns. Animal sources of micronutrients, in contrast with veg-
etal sources, are predominant on the coast, explaining why the
dietary intake of vitamin B-12 is higher on the coast than in the
savanna, with respective estimated values of 5.7 and 3.5 pg/d
(19). This difference in the average dietary intake of vitamin
B-12 could account for the higher concentrations of this vitamin
in the subjects from the coast (Table 1). Blood concentrations of
vitamin B-12 were not a determinant of hyperhomocysteinemia
and were below the threshold value indicating vitamin B-12
deficiency in only 12 subjects in the whole population. In addi-
tion, 10 of these 12 subjects belonged to group C1 and only 2 to
belonged to group C2, which confirms that vitamin B-12 defi-
ciency was not a frequent cause of hyperhomocysteinemia in the
coastal population.

Frequency of methylenatetrahydrofolate reductase (MTHFR) 677C—T and 1298A —C and methionine synthase (MTR) 2756A— G polymorphisms in the

populations from the coast and the savanna’

MTHFR 677 MTHFR 1298 MIR 2756
Geographic origin oc T T A4 AC cC A4 AG [elel
n %) n (%) n (%)
Savanna, group S (# = 68) 60 (88.2) 81Ty 0 50(73.5) 15022.1) 344 41 (60.2) 21(30.8) 6(8.8)
Coast, group C1 (n = 166) 144 (86.7) 22(13.2) 0 115 (69.4) 48 (28.8) 3(L.T) T8 (46.9) 79 (47.6)° 92.4)
Coast, group C2 (n = 42) 23(54.7) 16 (3825 3Ly 29 (69.1) 12(28.5) 1i2.4) 23(54.7) 18 {42.8) 1(2.3)

f Group C1, subjects with homoeysteine concentrations < 28 pmol/L: group €2, subjects with homocysteine concentrations = 28 pmolL.
? Significantly different from group 8, chi-square = 12.2, P = 0.0005 {Bonferroni corrected ).

3 Significantly different from group C1, chi-square = 16.1, P < 0.0001 (Bonferroni corrected ).

* Significantly different from group S, chi-square = 4.8, P = 0.0277 (Bonferroni corrected).
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TABLE 5

Mutated allele frequency of methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 677C—T and methionine synthase (MTR) 2758A—G polymorphisms in the

populations from the coast and the savanna’

Geographic arigin MTHFR 677 T allele MTHFR 1298 C allele MTR 2756 G allele
%6 " "

Savanna, group § (n = 68) 5.9(0.3, 11.4) 154 (6.5,23.9) 243(13.8,34.1)

Coast, group C1 (n = 166) 6.6(3.1,10.8) 16.3(10.5,21.6) 20.2(19.5,32.8)

Coast, group C2 (n = 42) 26.2%(13.0, 39.6)

16.7 (5.4,27.9) 238(13.7,40.5)

* All values are frequencies; 95% CI in parentheses. Group C1, subjects with homocysteine concentrations < 28 pmol/L; group C2, subjects with

homocysteine concentrations = 28 pmol/L.

2 Significantly different from group S, chi-square = 18.2, P <= 0.0001 (Bonferroni corrected).
# Significantly different from group C1, chi-square = 16.1, P < 0.0001 (Bonferroni corrected).

A mutated MTHFR genotype was the single genetic determi-
nant of hyperhomocysteinemia. The influence of this polymor-
phism on tHey was also observed in the heterozygous subjects,
contrary to what was observed in studies performed in Western
countries. This may be related to a synergistic influence of the
high prevalence of folate deficiency in our population (20, 21).
The impairment of Hey remethylation as a result of folate defi-
ciency was potentiated by the MTHFR 677 T'T genotype in one-
quarter of the subjects from group C2, as observed previously in
white populations (20, 21). Several studies have reported that the
677C—T mutation has a significantly heterogeneous distribu-
tion among different ethnic groups (22, 23). In 2 recent studies of
Mexican populations, who are known to have a relatively high
frequency of neural tube defects, the percentage of 677 TT ho-
mozygotes was = 30% (24, 25). In contrast, Loktionov et al (26)
found no homozygous 677 T individuals among black Africans
in a study comparing the frequency of the MTHFR 677C—T
polymorphism between white and black South Africans. Plasma
homocysteine concentrations were not evaluated in any of these
comparative studies. The studies carried out in whites from Eu-
rope showed a North-to-South gradient, with a low allele fre-
quency of 0.23 in the Baltic countries compared with an average
frequency of 0.32 in the other regions (16) and of 0.42 in Sicily
(15). In addition, it was recently suggested that the 677C—T
mutation had occurred once on a G-T-4-C haplotype common to
populations from Israel, Japan, and Ghana and that it may confer
a survival advantage in populations with adequate folate intake
{(18). Considering our results on folate status and the dramatic
synergic effect of folate deficiency and the MTHFR T allele on
tHey, this advantage could be limited in Africans because of a
higher prevalence of folate deficiency and of infectious diseases,
both of which impair folate assimilation (18, 27).

Crystatin C was another strong determinant of tHey in the
present study in the whole population but not in group C2. In a
recent study of subjects from the savanna and coast of Togo, we
showed that blood concentrations of cystatin C were not influ-
enced by nutritional status (28). This protein is a marker of
glomerular filtration and its association with tHey has been de-
scribed in healthy subjects and in patients with renal failure (29).
Albumin and retinol-binding protein were 2 weak determinants
of tHey in the whole population and in group C1, respectively.
These associations may reflect an influence of deficient nutri-
tional status on tHey, because these 2 proteins are sensitive mark-
ers of malnutrition (28). Uric acid was also a determinant of tHey
in group C1. This is not surprising because uric acid is an end
product of tHey catabolism (1). Of the subjects from the coast
with tHey concentrations = 28 pmol/L, 33% had the wild-type

MTHFR 677 CC genotype, folate and vitamin B-12 concentra-
tions higher than the lower quartile, and a normal blood concen-
tration of cystatin C, suggesting the involvement of another de-
terminant. This determinant was not related to the MTHFR
1298A—C and MTR 2756A— G mutations because these poly-
morphisms were not related to the high tHey concentration of the
subjects from the coast. In addition, the percentage of MTHFR
1298 CC homozygotes was largely below that reported in white
populations, and the frequency of the MTR 2756 G allele was
similar to that commonly reported in the other ethnic groups (30,
3l).

In conclusion, we observed a high prevalence of moderate
hyperhomocysteinemia in Western Africa. High tHey concen-
trations were predominant on the coast, but not in the savanna,
and were mainly related to folate deficiency, the presence of the
MTHFR 67T Tallele, and a stillunknown determinant. This study
highlights the need to study the effect of hyperhomocysteinemia
and folate deficiency on diseases encountered in this area to
evaluate whether systematic supplementation with folate is war-

ranted. E

We thank F Toukourou, the director of the Centre Beninois de la Recher-
che Scientifique et Technique, for support of the work in Benin.

EK A was responsible for study design, data collection, data analysis, and
writing of the manuscript; NWC, CEA, RMR-G, CV, and FF were respon-
sible for data analysis: AS was responsible for data collection and data
analysis; and J-LG was responsible for study design, data analysis, and
writing of the manuscript. None of the authors had a financial or personal
interest in any organization sponsoring the research.

REFERENCES

1. Bollander-Gouaille C. Focus on homocysteine and the vitamins in-
volved in its metabolism. 2Znd ed. Paris: Spinger-Verlag, 2002,

2. Carmel R, Green R, Jacobsen WD, Rasmussen K, Florea M, Azen C.
Serum cobalamin, homocysteine, and methylmalonic acid concentra-
tions in a multiethnic elderly population: ethnic and sex differences in
cobalamin and metabolite abnormalities. Am J Clin Nutr 1999;70:904 —
10,

3. Stabler SP, Allen HR, Fried PL, et al. Racial differences in prevalence of
cobalamin and folate deficiencies in disabled elderly women. Am J Clin
Nutr 1999:70:911-9.

4, Ubbink JB, Deport B, Vermaak WI. Plasma homocysteine concentra-
tions ina population with a low corenary heart disease prevalence. I Nutr
1996;126(suppl): 12545-T5.

5. Mudd SH, Levy HL, Skovky JR. Disorders of transsulfuration. In:
Seriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle DL, eds. The metabolic and
molecular basis of inherited disease. Vol 2. 7th ed. New York: McGraw-
Hill, 1995:1279-327.

6. Rosenblatt DS, Inherited disorder of folate transport and metabolism. In:
Seriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle DL, eds. The metabolic and

174



624

molecular basis of mherited disease. Vol 2. Tth ed. New Y ork: McGraw-
Hill, 1995:3111-28.

. Weisberg I, Tran P, Christensen B, Sibani 5, Rozen R. A second genetic

polymorphism in methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR ) asso-
ciated with decreased enzyme activity. Mol Genet Metab 1998:64:169—
72

. Kiijtmans LA, van den Heuvel LPNJ, Boers G, et al. Molecular genetic

analysis iIn mild hyperhomocysteinemia: a common mutation in the
methylenetetrahydrofolate reductase gene is a risk factor for cardiovas-
cular disease. Am J Hum Genet 1996;58:35-41.

. Legnani C, Palareti G, Grauso, et al. Hyperhomocysteinemia and a

common methylenetetrahydrofolate reductase mutation in patients with
inherited thrombophilic coagulation defects. Arterioscler Thromb Vasc
Biol 1997;17:2024 -9,

. Arruda VR, Von Zuben PM, Chiapirini LC, Annichino-Bizzacchi I,

Costa FF. The nutation ala-677-val in the methylenetetrahydrofolate
reductase gene as arisk factor for arterial disease and venous thrombosis.
Thromb Haemost | 997:77:818-21.

. WVan der Put NMI, Grabeels F, Stevens EM, et al. A second common

mutation in the methylenetetrahydrofolate reductase gene: an additional
risk factor for neural tube-defects? Am J Hum Genet 1998:62:1044 51,

. Leclerc D, Campeau E, Goyette P, et al. Human methionine synthase:

cDNA cloning and identification of mutations in patients of the chlG
complementation group of folate/cobalamin disorders. Hum Mol Genet
1996;5:1867-71.

. Stevenson RE, Schwartz CE, Du YZ, Adams MI. Differences in

methylene-tetrahydrofolate reductase genotype frequencies between
whites and blacks. Am I Hum Genet 1997:40:229-30.

. Frosst P, Blom HJ, Milos R, et al. A candidate genetic risk factor for

vascular disease: a common mutation in methylenetetrahydrofolate re-
ductase. Nat Genet 1995:10:111-3.

. Bosco P, Guéant-Rodriguez RM, Anello G, et al. Methionine synthase

(MTR) 2756 (A — G) polymorphism, double heterozygosity methionine
synthase 2756 AG/methionine synthase reductase (MTRR) 66 AG and
elevated homocysteine concentration are three risk factors for having a
child with Down syndrome. Am J Med Genet 2003:121A:219-24.

. Gudnason V, Standbie D, Scoot ], Bowron A, Nicaud V, Humphries 5.

C6TTT (thermolabile alanne/valing) polymorphism in methylenetetra-
hydrofolate reductase (MTHFR): its frequency and impact on plasma
homocysteine concentration in different European populations. Athero-
scleroeis 1998;136:347-54,

. Botto LD, Yang Q. 5, 10-Methylenetetrahydrofolate reductase gene

variants and congenital anomalies: a HuGE review. Am I Epidemial
2000;151:862-77.

. Rosenberg M, Murata M, Ikeda Y, et al The frequent 5,10-

methylenetetrahydrofolate reductase CE77T polymorphism is associ-

20.

21.

22.

23

24

25,

26.

27.

28.

29

30.

3l

AMOUZOU ET AL

ated with a common haplotype in whites, Japanese, and Africans. AmJ
Hum Genet 2002;70: 758 —62.

. Enquétes Budget Consommation (EBC). Phase urbaine, phase rurale.

Lomeé-Togo: Ministére du Plan, 1990 (in French).

Ugland PM, Hustad S, Schneede ], Refsum H, Vollset SE. Biological and
clinical implications of the MTHFR C677T polymorphism. Trends
Pharmacol Sci 2001;22:195-201.

Guttmérsen AB, Ueland PM, Westhus I, et al. Determinants and vitamins
responsiveness of intermediate hyperhomocysteinemia (=40 numol/1).
The Hordaland Homoeysteine study. J Clin Invest 1996;9:2174 83,
Franco RF, Araujo AG, Guerreiro JF, Elion J, Zago MA Analysis ofthe
677C—T mutation of the methylenatetrahydrofolate reductase gene in
different ethnic groups. Thromb Haemost 1998:79:119-21.

Schneider JA, Rees DC, Liu YT, Clegg JB. Worldwide distribution of a
common methylenetetrahydrofolate reductase mutation. Am J Hum
Genet 1993:62: 125860,

Lopez MA, Zuniga J, Granados J, Mutchinick OM. Methylenetetrahy-
drofolate reductase C677T and A1298C gene mutations in an inbred
group of Mazateco Indians: an ethnic genetic marker for some Amerin-
dian populations. Am J Hum Genet 1999:658:1156 (abstr).
Mutchinick OM, Lopez MA, Luna L, Waxman J, Babinsky WVE. High
prevalence of the thermolabile methylenetetrahydrofolate reductase
variant in Mexico: a country with a very high prevalence of neural tube
defects. Mol Genet Metab 1999;68:461-7.

Loktionov A, Varster H, O'Neill IK, et al. Apolipoprotein E and meth-
vlenetetrahydrofolate reductase genetic polymorphisms in relation to
other risk factors in UK Caucasians and black South Africans. Athero-
sclerosis 1999:145:125-35.

Rosenblatt DS, Whitehead WM. Cobalamin and folate deficiency: ac-
quired and hereditary disorders in children. Semin Hematol 1999;36:
19-34,

Pascal N, Amouzou EK, Sanni A, et al. Serum concentrations of sex
hormone binding globulin are elevated in kwashiorkor and anorexia
nervosa but not in marasmus. Am J Clin Nutr 2002;76:239-44.
Anwar A, Guéant JL, Abdelmouttaleb I, etal. Hyperhomocysteinemia is
related to residual glomerular filtration and folate, but not to
methylenetetrahydrofolate-reductase and methionine synthase poly-
morphisms, in supplemented end-stage renal diszase patients undergo-
ing hemeodialysis. Clin Chem Lab Med 2001:39:747-52.

van der Put NMI, van der Molen EF, Kluijtmans LAJ, et al. Sequence
analysis of the coding region of human methionine synthase: relevance
to hyperhomocysteinemia in newral tube defects and vascular disease. Q
I Med 1997:90:511-7.

Wang XL, Cai H, Cranney G, Wilcken DE. The frequency of a conimon
nutation of the methionine synthase gene in the Australian population
and its relation to smoking and coronary artery disease. J Cardiovasc
Risk 1998:5:289-95.

175



Publication C

176



Prevalence of methylenetetrahydrofolate reductase 677T and 71298C
alleles and folate status: a comparative study in Mexican, West
African, and European populations'™

Rosa-Maria Guéant-Rodriguez, Jean-Louis Guéant, Renée Debard, Svlvie Thivion, Lu Xiao Hong,
Jean-Pierre Bronowicki, Farés Namour, Nicodéme W Chabi, Ambaliou Sanni, Guido Anello, Paolo Bosco,
Corrade Romano, Emile Amouzou, Heidy R Arrieta, Beatriz E Sanchez, Antonino Romano, Bernard Herbeth,

Jean-Claude Guilland, and Osvaldo M Mutchinick

ABSTRACT

Background: Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
677C—T polymorphism is heterogeneously distributed worldwide,
with the highest and lowest frequencies of the T allele in Mexico and
Africa, respectively, and a south-to-north gradient in Europe. Dis-
tribution of MTHFR [20584—C is less well known. It has been
hypothesized that 6777 frequency could result in part from gene-
nutrient interactions.

Objective: The objective was to compare the association of 677T
and 1298C alleles with plasma concentrations of homocysteine,
folate, and vitamin B- 12 in geographical areas withcontrasting 677T
allele frequencies.

Design: Healthy voung adults (m = 1277) were recruited in Mexico
City, the West African countries of Bénin and Togo, France, and
Sicily (Italy). Homocysteine, folate, and vitamin B-12 were mea-
sured in plasma, and MTHFR polymorphisms were measured in
genomic DNA.

Results: Mexico City and Sicily reported the highest and Bénin and
Togo reported the lowest plasma concentrations of folate. Mexico
City had the highest 677T allele prevalence and the lowest influence
of 677TT genotype on homocysteine, whereas the opposite was
observed in Africa. The prevalence of the 1208C allele was lowestin
the Mexicans and Africans and highest in the French. The percentage
of the 677T genotype was significantly associated with the folate
concentrations in 677CC carriers in aunivariate analysis (R = 0.976;
05% CI: 0.797, 0.996; P = 0.0002) and in a multiple regression
moedel that included homocysteine, vitamin B-12, and age (P =
0.0002).

Conclusion: Our data agree with the hypothesis of a gene-nutrient
interaction between MTHFR 677C—T polymorphism and folate
status that may confer a selective advantage of TT-homozygous
genotype when dietary intake of folate is adequate. at least in the
areas studied. Am J Clin Nutr 2006;,83:701-T7.

KEY WORDS Methylenetetrahydrofolate reductase, poly-
morphism, folate, homocysteine, vitamin B-12

INTRODUCTION

Homocysteine is a non-protein-forming sulfur amino acid of
ong carbon metabolism that results from the demethylation of
S-adenosylmethionine. Plasma concentrations of total homocys-
teine (tHey) are influenced by nutritional predictors that include

folate and vitamin B-12 and by polymorphizms of methylenetet-
rahydrofolate reductase [(MTHFR) MTHFR 677C—T and
12984—C] (1, 2). MTHFR -catalyzes the synthesis of
S-methyltetrahydrofolate, the methyl donor for the vitamin
B-12-dependent remethylation of homocysteine to methionine.
The 677TT genotype. which leads to a substitution of an alanine
residue for a valine residue in the amino acid consensus se-
quence, encodes for a thermolabile variant that reduces enzyme
activity by 70% and increases tHcy, at least in the case of low
dietary folate (1-3). Consequently, the 677C—T polymorphism
is a key genetic predictor of 2 major functions of the one-carbon
metabolizm, DNA synthesis and DNA methylation, whose ef-
fects are modulated by folate status (4). Double 67 7CT/A298AC
heterozy gosity was found to be associated with moderate hyper-
homocysteinemia, particularly in persons with low blood folate
concentrations (5).

It may be that the MTHFR 677C—T polymorphism was
produced by a single ancestral mutation, because it is strongly
associated with a common haplotype of the gene (6). Its world-
wide distribution is very heterogeneous: the highest and the
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lowest T allele prevalences are reporied in Mexico and sub-
Saharan Africa. respectively (7-12). A north-to-south gradient
of allele 677T prevalence has been observed in Western Europe,
and the highest frequency occurs in Sicily (13). The mechanisms
generating this gradient are not known and could involve, at least
in part, gene-nutrient interactions. Folate intake is lower in the
diet of Northern Europe than in that of Mediterranean countries
(14-18). [t was therefore hypothesized that dietary folate is one
of the factors that has influenced the prevalence of T allele in
Europe (1). Indeed, the Tallele is associated with a greater risk of
genetic birth defects, but that risk seems to be neutralized by a
diet rich in folate (14). Two studies evaluated the worldwide
distribution of the T allele, one in adults (11) and the other in
newborns (12). However, the efforts to test the validity of the
above hypothesis have not included evaluation of the respective
relation of the allele with homocysteine and its 2 main nutritional
predictors, folate and vitamin B-12, in geographical areas with
contrasting 6777 allele frequencies. In the curment study, we
examined the distribution of allele frequencies of the 2 polymor-
phisms of MTHFR in acountry with a high 677T allele frequency
{Mexico), 2 countries with an intermediate frequency [Italy (Sic-
ily) and France], and 2 countries witha low frequency (Benin and
Togo), and we evaluated the association of these distributions
with folate and 2 other markers of homocysteine metabolism,
tHey and vitamin B-12.

SUBJECTS AND METHODS

Recruitment of subjects

The study was carried out in a population sample of 1277
healthy persons. All subjects were examined medically before
inclusion and recruited on the basis of absence of any known
disease. Particular attention was given to the absence of reported
cancer: of cardiovascular, renal, hepatic, or genetic disease; and
of vitamin supplementation. The 300 volunteers from Mexico
were blood donors at the Mational Institute of Medical Sciences
and Nutrition in Mexico City. The 146 volunteers from Sicily
were from the rural area around the village of Troina in the
northeastern part of Sicily, and they attended the medical center
in Troina for preventive care. The 366 apparently healthy vol-
unteers from France were recruited either in the northeast (Lor-
raine) or east (Burgundy and Franche Comté). A total of 195
volunteers was recruited in Togo, including 127 volunteers from the
coast (Lomé) and 68 from the interior savanna. The 270 volunteers
from Benin were recruited in the coastal city of Cotonou. Part of the
African population was described previously (8).

Written informed consent was obtained from subjects. Insti-
tutional review board approval was obtained from the ethics
committees of the National Institute of Medical Sciences and
Nutrition (Mexico City, Mexico), the medical center of Troina
[IRCCS Azsociazione Oasi Maria SS, Troina(Sicily), Italy], the
University Hospital Center of Nancy (Nancy, France), the Uni-
versity of Bénin (Lomé, Togo), and the University of Cotonou
(Cotonou, Bénin).

Biological and genetic analyses

All specimens were tested in a single laboratory (Nancy,
France). Fasting venous blood was collected in EDTA-
containing tubes and, after immediate centrifugation, aliquots

were stored at —70 °C until analysis. Plasma tHey concentra-
tions (protein-bound and free homocysteine ) were determined by
using the fluorescence polarization immunoassay (FPLA IMx-
homocysteine method; Abbott Laboratories Diagnostics Divi-
sion, Abbott Park, IL). Plasma vitamin B-12 and folate concen-
trations were assayed by using a VB 12 and Folates immunoassay
kit on an ACS 180 automated chemiluminescent system (both:
Bayer Health Care Diagnostics, Cergy Pontoise, France) with
threshold values established at 100 pmol/L and 7 nmol/L, re-
spectively, according to World Health Organization criteria (1).
Buffy coat was prepared from the previously collected blood, and
genomic DNA was isolated with the use of a kit according to the
manufacturer's recommendations (Qiagen-France, Courta-
boeuf, France). A polymerase chain reaction—based RFLP
method was used to determine the genotypes of MTHFR, as
described previously (3, 5, 13). The 677C—T polymorphism
creates a Hinf | recognition site in a 198-bp amplified DNA
fragment that was used to differentiate the various genolypes:
677CC, 677CT, and 677TT. The MTHFR 1298A— C polymor-
phism was analyzed by using a previously described protocol
(13). The enzyme Fru4HI cuts the amplified DNA of C allele
carriers. Electrophoresis with 15% polyacrylamide gel showed a
single 138-bp fragment for the /29844 homozygotes, two 119-
and 19-bp fragments for the [295CC homozygotes, and three
138-, 119-, and 19-bp fragments for the /2954 C heterozygotes.

Statistical analysis

Allele and genotype frequencies were reported as percentages
and 95% Cls. A continuity-corrected chi-square test and Bon-
ferroni adjustment were used to assess differences between
groups. Continuous variables were reported as medians and 25th
and 75th percentiles. A Student's ¢ test for unpaired data and
Bonferroni adjustment were used to compare continuous vari-
ables. Inthe case of skewed data distributions, logarithmic trans-
formations were carried out to normalize the distributions. Uni-
variate regression analyses were performed by transformed
correlation (Fisher 7 transformation) and stepwise multiple re-
gressions with models that included age, tHey, vitamin B-12, and
folate. A P value = 0.05 was considered significant. Data were
analyzed by using STATVIEW for WINDOWS software (ver-
sion 5.0.0.0; SAS Institute Inc, Berkeley, CA) and EPIINFO for
MS-DOS software (version 6.0; World Health Organization,
Geneva, Switzerland).

RESULTS

As expected, the highest and lowest frequencies of the 6777
allele and the 677TT genotype were observed in Mexico and
West Africa, respectively (Table 1). The T allele was also sig-
nificantly more frequent in Sicily than in France (Table 1). We
found no significant difference in T allele frequency [36.1%
(95% CI: 28.7%, 44.2%) and 36.0% (31.2%, 40.8%); P =
0.6725] or 677TT genotype [13.9% (7.8%, 23.8%) and 14.3%
(9.9%, 19.8%), P = 0.9262] between the subsets of the French
population from the northeastern and eastern parts of France,
respectively. West African countries and Mexico were the 2
areas with the lowest frequencies of the /298C allele and the
1298CC genotype, and the highest frequency was reported in
France (Table 1). The distributions of the 3 genotypes of W\THFR
677C—Tand 12984— C polymorphisms observed in the 7 areas
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TABLE 1
Distribution of methylene tetrahy drofolate reductase 677C—T and 12984 — C polymorphisms in 1277 subjects from France, Italy, West Africa, and
Mexica’
677C—=T I12084—C
Geopraphical area Ape 677 IT 6777 allele 1298CC 1295C allele 677CT/1298AC
) % %
West Africa (n = 465) 27024370 0.800.2, 2.1)% 90071, 1120 19009, 397 13.9011.9, 16.5)° 34019 58)°
Togo
Coastal (n = 127) 250(24-33) 16104, 5.5) 83055 12.% 241(0.8,6.7) 118 (84, 1647 24008, 6.7)
Savannah (inland) (n = 68)  29(27-34) 0.000.0, 0.00 59030110 44il.6,12.2) 15.91010.3, 22.5) 2.9400.0, 10.1)
Coastal Benin (a = 270) 27 (24-40) 06001, 3.2) 10.0(7.5, 14.5) 0.6100.1.3.4) 20011163, 26.4) 4.6(5.7, 20.2)
France (n = 366) 36(25-47) 1420100, 1890%  36.1031.9,40.5°  11.5(6.5 182)°  357(320,404)°  26.5(19.0, 35.1)°
Italy (Sicily) (n = 146) 31 (18-45) 19.9(14.1, 23.0F 473 (415, 53.00° 7.504.0,12.6)%  28.1(23.0,339% 308233, 38.1)°
Mexico City in = 300) 32 (36-41) 3570299, 4149 5800538, 6220 23009, 460 1470118, 179 1500109, 195"

! Means with different superscript letters are significantly different, P < 0,05 (continuity-corrected chi-square test and Bonferroni adjustments). Coastal

Togo compared with coastal Benin, P'= 0.006.
2 Median: 25th-75th percentiles in parentheses (all such values).
¥ % 95% Clin parentheses (all such values).

of recruitment did not differ significantly from those expected
under Hardy-Weinberg equilibrium (data not showed).

The plasma concentrations of tHcy, folate, and vitamin B-12
are shown in Table 2. Mexico had the highest folate concentra-
tion, and the concentration did not differ significantly between
France and Sicily. The highest concentrations of tHey and the
lowest concentrations of folate were registered in West African
countries. The highest rate of folate deficiency was recorded in
Togo, and the lowest rate was recorded in Mexico, when a thresh-
old of 7 nmol/L is used (7; Table 2). In contrast, a low vitamin
B-12 concentration (<2100 pmol/L) was reported in 9.7% of the
subjects from Mexico; this rate was significantly higher than that
in subjects from France, Italy, and the African countries. Within
Europe, tHey and vitamin B-12 concentrations were signifi-
cantly lower and higher, respectively, in Italy than in France
{Table 2). Inmultiple regression analysis, folate was asignificant
independent predictor of tHey in all of the areas, and tHey was

TABLE 2

also associated with vitamin B-12 in Sicilians and Mexicans
(Table 3). The TT genotype was associated with a dramatically
higher concentrationof tHey in West Africans. It produced a mild
but significant elevation of tHey in France and Italy and no effect
in Mexico (Figure 1). In contrast, the 677CT/1208AC double
heterozy gosity did not have asignificantly greater effect on total
homocysteine than did the 677CT/ 129844 genotype [10.0/(7.9,
12.2) pmol/L and 10,0 (8.1, 14.0) pmol/L, respectively, P =
0.0952]. This finding was confirmed when the analysis was strat-
ified by area.

We investigated whether the 677T allele frequency was asso-
ciated with folate status and other predictors of homocysteine
metabolism in the 7 areas (Table 4). In univariate analysis, we
found a correlation between the T allele frequency and, in order
of significance, the median folate, tHey, and vitamin B-12 con-
centrations reported in the 7 areas. The association of the T allele

Plasma concentrations of homocysteine, folate, and vitamin B-12 in 1180 subjects from France, Italy, West Africa, and Mexico!

Subjects with Subjects with
< 7.0 nmol/L <2100 pmol
Area Homocysteine Folate folate Vitamin B-12 vitamin B-12
pmol/L nmol/L % pmol/L %
West Africa (n = 368) 13.5¢10.0-20.1)% 9.1 (6.7-13.3° 264 (22.0-31.05° ¢ 463 (320-662)° 0.8 (02-2.1)°
Togo
(S}Jaslal {n = 68) 14.0(104-22.6¢ B.1(50-12.3)7 36.8 (26.048.4)° 522 (377-706)7 0.0(0.0-4.2)
Savannah (inland) (n = 127) 11.71(9.7-16.2)" B4(57-12.3) 330 (26.042.3) 551 (344-728) 0.0(0.0-2.3)
Coastal Benin(a = 173) 14.1(9.6-22.0) 10.1(7.6-14.1) 16.2(11.2-22.1) 406 (287-610) L7 (0.4-4.5)
France (n = 366) 100 (8.6-12.0)° 12,0 (9.7-15.2)" 63 (4.1-9.1)F 263 (185-365)" 3602.0-58)"
Northeastern (n = 131) 10.2(8.4-11.9) 11.909.7-15.3) 6.1 (28-11.1) 23T (171-330) 3.100.5-7.00
Eastern (n = 235) 1000 (9.0-12.0) 12.009.7-15.2) 6.4 (3.7-10.00 271 (195-372) 3.801.9-68)
Ttaly (Sicily) (n = 146) B3ia4-10L1)" 12.4(9.3-174" 482.19.0)° 329 (242-432)" 1402430
Mexica City in = 300) 9.8 (7.6-12.1)" 172(124-24.2)° 20008400 204 (17743320 9.7(6.7-13.3°

! Student’s rtest for unpaired data and Bonferroni adjustment were used tocompare concentrations; variables within arow with different superscript letters

are significantly different, P < 0.05.
? Median: 25th-75th percentiles in parentheses (all such values).
# % 05% Clin parentheses (all such values).

# Significantly different from savannah, P = 0.0047 (continuity-corrected chi-square test and Bonferroni adjustments).
-3 Significantly different from coastal Benin {continuity-corrected chi-square test and Bonferroni adjustments): *P = 0.0004, %P = 0.0010, 7P < 0.0001,

P =0.0219.
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TABLE 3

Backward stepwise multiple regression analysis of the predictors of
plasma concentrations of homocysteine in populations from West Africa,
France, Ttaly. and Mexico’

Area and P
independent
predictar Initial Residual B-coefficient
West Africa
Age 0.5626
Folate <20.0001 =0.0001 —0.316
Vitamin B-12 0.4698
France
Age 09177
Folate 0.0690 0.0064 —0.181
Vitamin B-12 0.3466
Taly
Age 0.1007
Folate =0.0001 =20.0001 —0.444
Vitamin B-12 00262 0.0118 —0.244
Mexico City
Age 0.1770
Folate =0.0001 =20.0001 —0.299
Vitamin B-12 00161 0.0111 —0.142

¥ Stepwise multiple regression was performed with models that in-
cluded age. vitamin B-12, and folate.

frequency with folate remained significant when the folate con-
centration of 677 CC carriers was considered (Table 4). To avoid
bias due to the effect of 77 genotype on folate concentration, we
considered the folate concentration only in 677 CC homozygotes.
A close inverse correlation was also found between 67 7T allele
frequency and the percentage of subjects with low plasma folate
(=7 nmol/L) (Figure 2). Folate in677CC carriers and, to a lesser
extent, tHey were the 2 residual significant predictors of T allele
frequency in a stepwise multivariate regression analysis that also
included age and vitamin B-12 (Table 4). The same results were
obtained when the association of folate concentration in 677 CC
carriers with the frequency of 7T genotype was considered (Ta-
ble 4). In contrast, there was no significant association between
the frequency of the combined 677CT/1298AC genotype and
plasma folate in 677CC carriers (P = 0.2450).

TABLE 4

100 T

80 7 E3 cr
70 A ."I'T

60 1
50 1
40
30 1
20 A
10 4
0

Total homocysteine (umaolL)

L4 ééﬂ (E¥)

France Italy

Africa Mexico

FIGURE 1. Homocysteine plasma concentrations (pmol/L; box plots
represent medians, interquartiles, and range) according to the genotypes of
methylenetetrahydrofolate reductase 677C—T in West Africa (n = 368),
Italy {w = 146), France (n = 366), and Mexico (n = 300). Student’s ¢ test for
unpaired data and Bonferroni adjustment were used to compare the log-
transformed total homocysteine of CC, CT, and TT genotypes within coun-

tries; boxes with different superscript letters were significantly different, P <
0.005.

DISCUSSION

The current study was performed on a population sample of
reproductive age, which avoided any influence of a possible
association of 677C—T and {2984— C genetic polymorphisms
with arizk of decreased longevity (19). As expected, the Tallele
frequency was highest in Mexico City, intermediate in eastern
France and Sicily, and lowest in West Africa. The frequencies of
the 677TT genotype and the 677 T allele observed in Mexican and
Sicilian newborns in a study by Wilcken et al (11) did not differ
significantly from those we observed in young adults in Mexico
(P =0.6429) and Sicily (P = 0.5619). In the current study, such
frequencies in newborns also did not differ significantly from
those Wilcken et al (11) found or from the frequencies in young
adults in northeastern France (P = 0.9318). Assuming thata very
long-term change in the nutritional environment may influence
6077T and [1298C allele frequencies in migrants, we found it
interesting to compare the allele frequencies in young adults with

Predictors of the frequency of MTHFR 677T allele and 67717 genotype among 7 areas of West Africa, France, Italy, and Mexico in univariate and

backward stepwise multiple regression analyses’

Multiple regression
Univariate analysis P
Dependent predictor P B-ooefficient 95% CI Initial Residual B-coefficient
Frequency of 677T allele
Apge 0.1961 0.555 —0.34,0.92 0.3919 — —
Homocysteine 0.0161 —0.847 —0.98, —0.26 0.0839 00419 —0.379
Folate 0.0015 0.943 0.65, 0.99 0.0379 0.0060 0.683
Vitamin B-12 0.0293 —0.804 —0.97, —0.13 06104 — —
Frequency of 677TT genotype
Age 0.2453 0.507 —0.40,0.91 06686 — —
Homocysteine 0.0523 —0.750 —0.96,0.01 0.1843 — —
Folate 0.0002 0.976 0.30, 1.00 0.0106 0.0002 0.976
Vitamin B-12 0.0789 —0.702 —0.95.0.11 0.4472 — —

¥ The 7 areas are West Africa, coastal and savannah areas of Togo, coastal Benin, France, Sicily, and Mexico City. Regression analyses were performed
by univariate and multiple regression with models that included age, total homecysteine, vitamin B-12, and folate in MTHFR 677CC carriers.
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FIGURE 2. Correlation of the frequency of methylenetetrahydrofolate
reductase 77T allele (logarithm) with the percentage of subjects with folate
deficiency (logarithm of the percentage of subjects with plasma folate << 7
nmol/L} in subjects from 7 areas (from right to left of the x axis): the coast
(i = 68) and the savannah (n = 127) of Togo: the coast of Benin (n = 173}
the northeastern (n = 13 1) and eastern (n = 235) regions of France: the island
of Sicily (n = 146} and Mexico City (n = 300). R = —0.940, 95% CI:
—0.994, —0.539; P = 0.0027. Dotted lines represent the 95% CI.

those published in newborns in corresponding migrant popula-
tions (11). We reported a 6777 allele frequency in Benin and
Togo that was significantly lower than that in black newborns in
Atlanta, GA [9.0% (95% CI: 7.1%, 11.2%) and 13.9% (11.2%,
17.1%), respectively; P = 0.0269] (Table 1; 8, 11). The 677T
allele in Hispanic newborns in Atlanta (41.1%; 95% CI: 32.8%,
49.8%) was also significantly less frequent than that reported in
the young adults in our population (P = 0.0006; Table 1) and
newborns [57.0% (95% CI: 53.9%, 60.0%), P = 0.0008] in
another study in Mexico (11). These differences in allele fre-
quency between migrant and settled populations may derive
from differences in the study design or the age of the subjects
studied, or from partial ethnic mixing. However, the influence of
achange in gene pressure on the nutritional environment should
be also considered.

Population genetic studies are one way to highlight geograph-
ical and ethnic differences that suggest evolutionary pressures
generated by environmental factors. Such possible pressures on
the nutritional environment remain speculative in the case of
MTHFR polymorphisms. We evaluated the influence of the nu-
tritional environment on ethnic differences in MTHFR variants
by comparing populations that have different T allele frequencies
and distinct traditional diets. Our results showed that the highest
T allele frequency was in the area where influence of the 67 77T
genotype on tHey was the lowest (Figure 1 and Table 1), whereas
the lowest frequency was registered in Africa, where the geno-
type influence on tHey was the most evident. For example, ahigh
tHey concentration was observed in the 4 patients in Africa with
a 677TT genotype, and all of these patients had a low plasma
concentration of folate and no other known genetic, metabolic, or
nutritional characteristic that influenced tHey.

In all 7 of the areas studied, we observed a close correlation of
the T allele frequency with both the plasma concentration of
folate and the percentage of persons with low plasma folate
(Figure 2). Becauze we excluded the subjects who recurrently
used vitamin supplements, the plasma folate concentration of

677CC carriers can be considered a biological marker of short-
term dietary folate intake. However, a limitation of the current
study was that we could not consider the long-term effect of
folate status on T allele frequency. Despite limited ethnic com-
monalities in these areas, the highest concentration of folate and
the lowest rate of folate deficiency were recorded in the 2 areas,
Mexico City and Sicily, that had the highest T allele frequency.
In fact, the main similarity between those 2 populations is their
typical diet, which is poorer in animal proteins than the so-called
Western diet but much richer in wheat, corn, beans, lentils, and
fresh fruit and vegetables (17, 18, 20). Therefore, it would be
particularly interesting to compare the 2 diets to estimate the
dietary intake and bioavailability of folate and other nutrients
with respect to homocysteine metabolism. Several estimates in
reference samples of European populations showed south-to-
north decreasing gradients of dietary folate intake and of T allele
frequency. For example, dietary folate was estimated at 190 pg/d
in females in Netherlands, 268.2 £ 91.5 peg/d in females in
northeastern or eastern France, and 323 + 87 pg/d in nonelderly
females incentral Italy (14, 15, 17). The high prevalence of folate
deficiency in West Africa may be involved in the evident phe-
notypic effect of T allele on tHey, which showed interaction
between the environment and genetic pressure (8). Indeed, up to
26.4% of the African population in the current study had a plasma
folate concentration below the 7 nmol/L threshold, whereas only
2.0% of the Mexico City population did so (Table 2). However,
9.7% of the Mexican group had a vitamin B-12 concentration of
<100 pmol/L, which confirmed the high rate of vitamin B-12
deficiency reported in a recent review of vitamin B status in the
Americas (Table 2, 21). In addition, vitamin B-12 was a predictor
of tHey in the 2 populations with the highest folate status, ie,
Sicilians and Mexicans (Table 2), as previously reported in sub-
jects supplemented with folate (22).

The current study showed a high frequency of MTHFR 677TT
in the presence of a high concentration of folate and a low fre-
quency in the presence of low folate concentrations, but it could
not ascertain whether MTHFR is an ancestral mutation. Rosen-
berg et al (6) showed that the MTHFR 6777 variant has occurred
on a common haplotype in Israelis, Japanese, and Ghanaians.
They (6) and others (23) suggested that MTHFR TT homozygos-
ity may confer a survival advantage in populations with adequate
dietary folate consumption. Our data are in accord with this
hypothesis. All of the subjects in the current study were healthy
young adults, and thus the differences in T allele frequency may
be related to a long-term influence of diet on birth defects rather
than on pathologic conditions that occur late in life. However, the
association of MTHFR mutations with the viability of embryo or
fetus may be difficult to estimate, because most spontaneous
abortions occur before pregnancy is diagnosed. A study found a
survival advantage related to MTHFR 67 71T, with a frequency
in newhorns 4-fold that in aborted fetuses (24). In contrast, an
increased frequency of both 6777 and 7298C mutated alleles has
been reported in a series of spontaneously aborted embryos (25).
Increased tHey and related genetic predictors have also been
implicated as risk factors for neural tube defects, Down syn-
drome, trisomy 18, and recurrent embryo losses (26—231), and
these associations seem to be influenced by the geographical
location and nutritional status of the subjects (30-32). For both
neural tube defects and Down syndrome, MTHFR polymor-
phisms are risk factors in northern Europe, withits low-folate diet
and low 6777 allele frequency, but are neutral in western and
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southwestern Europe, where both dietary folate intake and T
allele frequency are much higher (25, 26, 30—47). The risk of
birth defects may be associated with other predictors of homo-
cysteine metabolism interacting with MTHFR and folate. For
example, the presence of franscabalamin (TCN) 776G allele and
gene-gene interaction between MTHFR 677TT and TCN 776G
allele have been found to increase the risk of spontaneous abor-
tion in Greece (48, 49). TCN 7760C—( is a gene polymorphism
influencing the expression of transcobalamin, the proteinrespon-
sible for cell delivery of vitamin B- 12 (50). The benefit deriving
from a high dietary intake of folate by 6777 allele carriers may be
due to various mechanisms, such as the increased synthesis of
purines and pyrimidines needed for DNA replication (2, 51). In
addition, folate may neutralize the adverse cellular effects of the
reduced activity of the thermolabile MTHFR variant, such as the
defective remethylation of homocysteine, the subsequent DNA
hypomethylation, and the uracile misincorporation (52). It may
also influence epigenetic mechanisms regulating gene expres-
sion (53).

In 2 previous studies (54, 55), the /20584 — C polymorphismin
combination with 677C—T appeared to affect enzyme activity
and tHey. However, the current study, as well as others (56—
60)—including a biochemical study of the recombinant variants
of MTHFR (60}—failed to find any association of the 677CT/
1298AC combined genotype with tHey. Finally, we also failed to
find any influence of folate on the distribution of this genotype in
the 7 areas studied.

In conclusion, comparing populations that have greatly dif-
fering allele 6777 frequencies and folate status, we showed an
association of 6777 allele frequency with both the folate plasma
concentration and the percentage of folate deficiency in 7 areas on 3
continents. This observation supports the hypothesis of gene-
nutrient interaction between MTHFR and folate status. B

R-MG-R and J-LG contributed equally to the conception and designof the
study, statistical analysis and data interpretation, and manuscript redaction.
RD, ST, LXH, NWC, EA, GA, PB. HRA, and BES were responsible for the
sampling, genotyping, and biological analyses. J-PB, FN, AS, EA, CR, AR,
BH, and J-CG were responsible for local coordination of the study and
recruitment of subjects in all areas exce pt Mexico. OMM was responsible for
local coordination of the study and recruitment of subjects in Mexico, for data
interpretation, and for manuscript revision. I-LG was responsible for the
general coordination of the study. None of the authors had any personal or
financial conflict of interest.

REFERENCES

1. Bollander-Gouaille C. Focus on homocysteine and the vitamins in-

volved in its metabolism. 2nd ed. Paris, France: Springer-Verlag, 2002.
2. Ueland PM, Hustad S, Schneede I, et al. Biological and clinical impli-
cations of the MTHFR Ca77T polymorphism. Trends Pharmacol Sci
2001;22:195-201.

. Frosst P, Blom HI, Milos B, et al. A candidate genetic risk factor for
vascular disease: a common mutation in methylenetetrahydrofolate re-
ductase. Nat Genet 1995:10:111-3.

4. Friso 5, Choi SW, Girelli D, et al. A common nutation in the 5,10-
methylenstetrahydrofolate reductase gene affects genomic DNA meth-
vlation through an interaction in the folate status. Proc Natl Acad Sci U
S5 A 2002:99:5606-11.

5. van der Put NM, Gabreels F, Stevens EM. et al. A second common
mutation in the methylenetetrahydrofolate reductase gene: an additional
risk factor for neural-tube defects? Am J Hum Genet 1995:62:1044 51,

6. Rosenberg N, Murata M, Ikeda Y, et al The frequent 5,10
methylenstetrahydrofolate reductase CATTT polymorphism is associ-
ated with a common haplotype in whites, Japanese. and Africans. Am J
Hum Genet 2002;70:758-62.

e

7. Mutchinick OM, Lopez MA, Luna L, Waxman J, Babinsky VE. High
prevalence of the thermolabile methylenetetrahydrofolate reductase
variant in Mexico: a country with a very high prevalence of neural tube
defects. Mol Genet Metabol 1999:68:461-7.

8. Amouzou EK, Chabi NW, Adjalla CE, et al. High prevalence of hyper-
homocysteinemia related to folate deficiency and the 67 7C— T mutation
of the gene encoding methylenetetrahydrofolate reductase in coastal
West Africa. Am J Clin Nutr 2004:79:619-24,

9. UbbinkJB, Christianson A, Bester MJ, et al. Folate status, homocysteine
metabolism, and methylene tetrahydrofolate reductase genotype in rural
South African blacks with a history of pregnancy complicated by neural
tube defects. Metabolism 1999:48:260-74.

10. Rajkovic A, Mahomed K, Rozen R, Malinow MR, King IB, Williams
MA. Methylenetetrahydrofolate reductase 677 C—T polymorphism,
plasma folate, vitamin B(12) concentrations, and risk of preeclampsia
among black African women from Zimbabwe. Mol Genet Metabol 2000;
60:33-9.

11. Wilcken B, Bamforth F. Li Z, et al. Geographical and ethnic variation of
the 677C—T allele of 5,10 methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR): findings from over 7000 newborns from 16 areas world wide.
I Med Genet 2003:40:619 -25.

12. Pepe G, Camacho Vanegas O, Giusti B, et al. Heterogeneity in world
distribution of the thermolabile C&77T mutation in  5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase. Am J Hom Genet 1998:63:917-
20.

13. Bosco P, Guéant-Rodriguez RM, Anello G, et al. In Sicily, methionine
synthase (MTR) 2756 {A—G) polymorphism, double heterozygosity
methionine synthase 2756 AG/methionine synthase reductase (MTRE)
66 AG and elevated homocysteinemia are three risk factors for having a
child with Down syndrome. Am J Med Genet 2003;121:219-24.

14, Zetterberg H. Methylenetetrahydrofolate reductase and transcobalamin
genetic polymorphisms in human spontaneous abortion: biological and
clinical implications. Reprod Biol Endocrinol 2004;2:7.

15. de Bree A, Verschuren WM, Blom HJ, Kromhout D. Association be-
tween B vitamin intake and plasma homocysteine concentration in the
general Dutch population aged 20—65 v. Am J Clin Nutr 2001:73:1027-
33

16, Mennen LI, de Courcy GP, Guilland JC, et al. Homocysteine, cardio-
vascular disease risk factors, and habitual diet in the French Supplemen-
tation with Antioxidant Vitamins and Minerals Study. Am I Clin Nutr
2002:76:1279-89,

17. Kushi LH. Lenart EB, Willett WC: Health implications of Mediterra-
nean diets in light of contemporary knowledge. 1. Plant foods and dairy
products. Am J Clin Nutr 1995:6 [(suppl): 14075-158.

18, Turrini A, Saba A, Perrone D, CialfaE. I Amicis A. Food consumption
patterns in Italy: the INN-CA Study 1994-199¢6. Eur J Clin Nutr 2001;
55:571-88.

19. Panza F, I¥Introne A, Colacicco AM, etal. Vascular genetic factors and
human longevity. Mech Ageing Dev 2004;125:169-T8.

20. Cavantes EI, Mutchinick OM. Defectos de cierre del tubo neural v
nutricién materna: estudio multicéntrico en una muestrade la boblacién
Mexicana. (Meural tube defects and maternal nutrition. Multicentric
study in a Mexican population.) Doctoral dissertation. National Auton-
omous University of Mexico, Mexico City, Mexico, 1999 (in Spanizh).

21. Allen LH. Folate and vitamin B12 status in the Americas. Nutr Rev
2004;62:529-33.

22, Quinlivan EP, McPartlin J, McNulty H, et al. Importance of both folic
acid and vitamin B12 in reduction of risk of vascular disease. Lancet
2002:359:227-8.

23. Munoz-Moran E, Dieguez-Lucena JL, Fernandez- Arcas N, Peran-Mesa
S, Reyes-Engel A. Genetic selection and folic acid intake during preg-
nancy. Lancet 1998:352:1120-1.

24, Isolato PA, Wells GA, Donnelly JG. Neonatal and fetal methylenetet-
rahydrofolate reductase genetic polymorphisms: an examination of
COTTT and A1298C mutations. Am J Hum Genet 2000:67:986-90.

25, Zetterberg H, Regland B, Palmér M. et al. Increased frequency of com-
bined methylenetetranydrofolate reductase C6TTT and A1298C mutated
alleles in spontaneously aborted embryos. Eur J Hum Genet 2002; 10:
113-5.

26, vander PutNM, Stzegers-Theunissen RP, Frosst P, et al. Mutated meth-
vlenetetrahydrofolate reductase as arisk factor for spina bifida. Lancet
1995;346:1070-1.

27. James SJ. Pogribna M. Pogribny IP, et al. Abnormal folate metabolism

182



28.

29.

41.

42,

MTHFR 677T ALLELE AND FOLATE STATUS WORLDWIDE

and methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene may be ma-
ternal risk factors for Down syndrome. Am J Clin Nutr 1999:70:495-
501.

Nelen WL, Steegers EA, Eskes TK. Blom HI. Genetic risk factor for
unexplained recurrent early pregnancy loss. Lancet 1997:350:861 (let-
ter).

Lissak A, Sharon A, Fruchter O, Kassel A, Sanderovitz I, Abramovici H.
Polymarphism for mutation of cytosine to thymine at location 677 in the
methylenetetrahy drofolate reductase gene is associated with recurrent
early fetal loss. Am J Obstet Gynecol 1999;181:126-30,

. Gueant JL. Candito M, Andres E, Van Obberghen E, Nicolas JP. Familial

pernicious anaemia with hyperhomocysteinaemia in recurrent early
pregnancy loss. Thromb Haemost 2004:92:1147-9.

. Kumar KS, Govindaiah V, Naushad SE, Devi RR, Jvothy A. Plasma

homoeysteine levels correlated to interactions between folate status and
methylene tetrahydrofolate reductase gene mutation in women with un-
explained recurrent pregnancy loss. J Obstet Gynaecol 2003:23:55-8.

. Guéant JL. Guéant-Rodriguez RM, Anello G, etal. Genetic determinants

of folate and vitamin B 12 metabolism: a common pathway in neural tube
defect and Down syndrome? Clin Chem Lab Med 2003:41:1473-7.

. de Franchis R, Sebastio G, Andria G, Mastroiacovo P. Spina bifida,

677TT mutation, and role of folate. Lancet 1995;346:1703 (letter).

. Papapetrou C, Lynch SA, Burn J, Edwards YH. Methylenetetrahydro-

folate reductase and neural tube defects. Lancet 1996;348:58 (letter).

. de Franchis B, Buoninconti A, Mandato C, et al. The C677T mutation of

the 5.10-methylenetetrahydrofolate reductase gene is a moderate risk
factor for spina bifida in Italy. J Med Genet 1998:35:1009-13,

36, Guéant-Rodriguez BM, Rendeli C, Namour B, et al. Transcobalamin and

methionine synthase reductase mutated polymorphisms aggravate the
risk of neural tube defects. Neurosci Lett 2003;344:189-92.

. Stegman K, Ziegler A, Ngo ET, et al. Linkage disequilibrium of MTHFR

genatypes 677CT-1298A/C in the German population and association
studies in probands with neural tube defects (NTD). Am J Med Genet
1999:87:23-9.

38, Whitehead AS, Gallagher P, Mills JL, et al. A genetic defect in 5,10-

methylenetetraby drofolate reductase in neural tube defects. QIM 1995:
88:763-6.

. Christensen B, Arbour L, Tran P, et al. Genetic polymorphisms in meth-

vlenetetrahydrofolate reductase and methionine synthase, folate levels
in red bleod cells. and risk of neural tube defects. Am J Med Genet
1999:84:151-7.

. Shields DC, Kirke PN, Mills JL. et al. The “thermolabile” variant of

methylenetetrahy drofolate reductase and neural tube defects: an evalu-
ation of genetic risk and the relative importance of the genotypes of the
embryo and the mother. Am J Hum Genet 1999;64: 104555

Habbs CA, Sherman SL, Yi P, et al. Polymorphisms in genes involved
in folate metabolism as maternal risk factors for Down syndrome. Am I
Hum Genet 2000:67:623-30.

Rosenblatt DS, Folate and homocysteine metabolism and gene polymor-
phisms in the etiology of Down syndrome. Am J Clin Nutr 1999:70:
42930,

. Hassold T, Burrage LC. Chan ER. et al. Maternal folate polymorphisms

and the etiology of human nondisjunction. Am J Hum Genet 200 1:65:
4349,

. ’Leary VB, Parle-McDermott AP, Molloy AM. et al. MTRR and

MTHFR polvmorphisms: link to Down syndrome? Am J Med Genet
2002:107:151-5.

45.

46,

47.

45.

49.

50,

Sl

52

53.

54,

55

56.

57

58.

59.

6.

07

Stuppia L, Gatta V, Gaspari AR, et al. C677T mutation in the 5,10-
MTHFR gene and risk of Down syndrome in Italy. Eur J Hum Genet
2002;10:388 -90.

Chadefanx-Vekemans B, Coude M, Muller F, Oury I, Cali A, Kamoun
P. Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphisms in the etiology
of Down syndrome. Pediatr Res 2002;51:766-7.

Bodurogly K. Alanay Y. Koldan B, Tuncbilek E. Methylenetetrahydro-
folate reductase enzyme polymorphisms as maternal risk for Down syn-
drome among Turkish women. Am J Med Genet A 2004:127:5-10.
Zetterberg H, Regland B. Palmér M, et al. The transcobalamin codon 259
polvmorphism influences the risk of human spontaneous abortion. Hum
Reprod 2002;17:3033-6.

Zetterberg H, Zafiropoulos A, Spandidos DA, Rymo L, Blennow K.
Gene-gene interaction between fetal MTHFR 677C—T and transcobal-
amin 776C>G polymorphisms in human spontanecus abortion. Hum
Reprod 2003;18:1948-50.

Namour F, Olivier I, Abdelmouttaleb I, et al. Transcobalamin codon 259
polymorphism in HT-29 and Caco-2 cells and in Caucasians: relation to
transcobalamin and homocysteine concentration in blood. Blood 2001;
97:1092-8.

Blount BC. Mack MM, Wehr CM., et al. Folate deficiency causes uracil
misincorporation into human DNA and chromosome breakage: impli-
cations for cancer and neuronal damage. Proc Natl Acad Sci U S A
1997:94:3200-5.

Kapiszewska M. Kalemba M. Wojciech U, Milewicz T. Uracil misin-
corporation into DNA of leukocytes of young women with positive
folate balance depends on plasma vitamin B-12 concentrations and
methylenetetrahydrofolate reductase polymorphisms. A pilot study. T
Mutr Biochem 2005;8:467-78.

Ingrosso D, Cimmino A, Perna AF, et al. Folate treatment and unbal-
anced methylation and changes of allelic expression induced by hyper-
homoeysteinaemia in patients with uraemia. Lancet 2003;361:1693-9.
Weisberg I Tran P, Christensen B, Sibani 5, Rozen R. A second genetic
polymorphism in methylenetetrahydrofolate reductase (IMTHFR) asso-
ciated with decreased enzyme activity. Mol Gen Metab 1998:64:1659—
72

Weisberg IS, Jacques PF, Selhub I, et al. The 1298 A— C polvmorphism
in methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR): in vitro expression
and association with homocysteine. Atherosclerosis 2001:156:409-15.
Lachmeijer AM. Arngrimsson R, Bastiaans EI, et al. Mutations in the
gene for methylenetetrahydrofolate reductase, homocysteine levels, and
vitamin status in women with a history of preeclampsia. Am J Obstet
Gynecol 2001:184:394-402.

Aldamiz-Echevarria L, Sanjurjo P, Vallo A, et al. Hyperhomocysteine-
miain children with renal transplants. Pediatr Nephrol 2002:17:718-23.
Akar N, Akar E, Ozel D, Deda G, Sipahi T. Common mutations at the
homocysteine metabolism pathway and pediatric stroke. Thromb Res
2001;102:115-20.

Guéant-Rodrigunez RM, Juillitre Y, Candito M, et al. Association of
MTRR A66G polymorphism (but not of MTHFR Co77T and A1298C,
MTR A2756G, TON C776G) with homoceysteine and coronary artery
diszase in the French population. Thromb Haemaost 2005:.94:510-5.
Yamada K, Chen Z, Rozen R, Matthews RG. Effects of common poly-
morphisms on the properties of recombinant human methylenetetrahy-
drofolate reductase. Proc Natl Acad Sci US A 2001:26:14853-8.

183



2. Allele 776 du géne de la transcobalamine (TCN 776C>G) et statut en
Folates et vitamine B12: étude comparative entre Afrique de I’ouest,

Mexique, Chine, Maroc, Italie et France (Publication D)

2.1. Résultats

La distribution des génotypes du polymorphisme TCN2 776 C>G parmi les 7 populations
est présentée dans le Tableau 1, publication D. Trois groupes contrastés pourraient étre
démontrés, selon la fréquence du génotype homozygote 776 GG. La fréquence la plus élevée
a été rapportée en Chine, ce génotype étant bien plus fréquent que le génotype 776 CC dans
cette population. On a observé une fréquence basse du génotype 776 GG dans les populations
d'Afrique occidentale (D, Tableau 2). En outre, on n'a observé aucune différence entre les
sujets du Togo et ceux du Bénin, ni entre ceux de la céte du Togo et ceux de la savane. En
revanche, une fréquence plus élevée de deux fois du génotype TCN2 776 GG a été rapportée
chez les patients du Bénin avec la forme grave de malaria (6.0% [95%CI : 3.7-9.6], Figure
1). Une fréquence intermédiaire a été rapportée dans les populations européennes de France
et d'ltalie, au Maroc et au Mexique. Etonnamment, la fréquence du génotype de 776 GG
chez les Afro-Américains n'était pas sensiblement différente de celle rapportée dans les
populations caucasiennes (p = 0.8387), et elle était nettement plus haute que celle observée
dans les sujets Afro-Africains (Tableau 1, p = 0.0004). Elle était du méme ordre de grandeur
que celle rapportée dans un autre groupe d'Afro-Américains des Etats-Unis nord-est [Bowen
et al., 2004 ]. Par comparaison, la fréquence du génotype MTHFR 677 TT était semblable
dans les deux populations africaines d'Afrique et New York occidentaux, avec la plus basse
des fréquences des sept groupes, comme précédemment rapporté dans d'autres études

[Amouzou et al., 2004]. Ceci indique que la différence dans la distribution du génotype 776
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GG n'était pas due au brassage de groupes ethniques et que MTHFR et TCN2 se sont
comportés distinctement quant a l'influence de I'environnement sur leur distribution
respective.

Les mémes conclusions ont été obtenues en considérant les fréquences alléliques du
polymorphisme TCN2, au lieu du génotype TCN2 776 GG. L'allele de 776 G était I'alléle
prédominant dans la population chinoise (p<0.0001), I'allele le moins fréquent en Europe
occidentale, régions méditerranéennes et au Mexique, et sa fréquence était nettement
inférieure chez les sujets Afro-Africains que dans n'importe quel autre groupe ethnique
(Tableau 2, p<0.0001). La fréquence de l'alléle de G étaient 2-fois inférieure chez les Afro-
Africains, comparés aux Afro-Américains de New York (tableau 2, p = 0.0012) et a la
«somme » des Afro-Américains de New York et de I'é¢tude de Bowen et autres (2004)
(Tableau 2, p<0.0001). La fréquence d'allele en France n'était pas différente de celle
précédemment rapportée en Suéde, en Hollande, en Irlande, en Gréce et dans les populations
caucasiennes d'’Amérique du Nord [Namour et al., 2001 ; Bowen et al.,2004 ; Swanson et
alL, 2005 ; Lievers et al. 2001 ; Mc Caddon et al., 2001 ; Namour et al., 2001 ; Afman et al.,
2002]. En revanche, elle était sensiblement plus élevée que celle rapportée en Sicile (p =
0.0084) et au Mexique (p = 0.0161). La distribution de I’allele 677 T MTHFR parmi les 7
populations était semblable aux données de la littérature [Pepe et al., 1998 ; Amouzou et al.,
2004]. En particulier, elle était du méme ordre de grandeur chez les Afro-Africains d'Afrique
occidentale et les Afro-Ameéricains de New York. En outre, des résultats semblables ont été
rapportés dans la population Afro-Africaine d'Atlanta [Wilcken et al., 2003]. Nous avons
étudié I'hypothése d'une influence de géne-géne MTHFR sur la distribution  du
polymorphisme TCN2 et vice versa. Nous n'avons pas trouvé de différence de fréquence de
776 G entre les sujets portant MTFHR 677 T et ceux portant I’alléle 677 C, dans n'importe

laquelle de ces 7 populations. Il n'y avait aucune évidence de déséquilibre de Hardy-
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Weinberg en Afrique occidentale, aux Etats-Unis nord-est, le Maroc, en France et en Italie
(Chi-2: 0.0002. p = 0.989, 2.619, p = 0.106, 0.049, p = 0.825, 1.869, p = 0.169, 0.001,

p= 0.920 ; 0.350. p = 0.554, respectivement). En revanche, la fréquence des génotypes
observés TCN2 776 CG était légerement plus haute que prévue dans les échantillons de
population provenant de la Chine et du Mexique et plus du double que prévu dans les patients
africains présentant la malaria grave (Tableau 3 et Figure 1).

Il n'y avait aucune association entre I'alléle 776G et la concentration en homocystéine, en
folates et en vitamine B12. Le niveau de plasma d'homocystéine était le plus élevé en
Afrique, intermédiaire au Maroc, en France et le plus faible en a I'ltalie et au Mexique, avec
des valeurs respectives de 18.2 +13.9, 11.4 +3.2, 10.7 £3.3, 9.9 +5.9 et 10.3 £3.7 pmol/L.
Les folates sériques étaient les plus élevés au Mexique, intermédiaires en Italie, France et
Maroc et le plus bas en Afrique avec des valeurs respectives de 19.5 9.4, 13.4 +6.3, 12.8
+5.0, 11.3 £5.1 et 10.8 £6.8 nmol/L. Par comparaison, le niveau de la vitamine B12 était le
plus élevé en Afrique et le Maroc, intermédiaires au Mexique et I'ltalie et le plus bas en
France, avec des valeurs respectives de 662.4 +506.4, 590.7 +428.5, 422.7 +658.8, 347.5
+158.7 et 296.8 +191.4 pmol/L. Le Mexique et la France étaient les deux pays ou le
percentage le plus élevé de concentration basse en vitamine B12 (< 100 pmol/L) a été
rapporté, avec une fréquence respective de 9.3 et 3.7%. Il n'y avait aucun cas de carence en
vitamine B12 en Italie et le Maroc et la fréquence de carence en vitamine B12 était aussi
basse que 0.8% en Afrique. L'influence phénotypique du polymorphisme TCN2 776 C>G

sur I'hnomocysteine était semblable quelle que soit la concentration en vitamine B12.
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2.2. Discussion

Notre étude démontre une hétérogénéité dans la distribution allélique du polymorphisme
TCN2 776 C>G dans le monde entier, avec la fréquence d'alléle G la plus élevée en Chine.
Par comparaison, la fréquence d'allele était respectivement 3.4-fois inférieur et 1.5-fois
inférieur respectivement, dans les populations africaines et caucasiennes. L'allele 776 G
était bien plus fréquent que l'allele 776C en Chine. Nous n’avons pas observé de différence
de fréquences d‘alléle G parmi les populations caucasiennes de I'Europe occidentale et du
secteur mediterranéen. Ces fréquences étaient egalement dans le méme ordre de grandeur que
ceux rapportés dans les populations caucasiennes d'Europe et d’Amérique du Nord. En
revanche, on a observé une différence dramatique de la fréquence de l'alléle 776 G entre les
populations qui ont la méme appartenance ethnique et qui ont été soumises a un
environnement différent pendant plus de 150 ans, populations du Togo et du Bénin et Afro-
Américains de New York et nord-est des Etats-Unis, respectivement [Wilcken et al., 2003 ;
Guéant- Rodriguez et al., 2006 ; Bowen et al., 2004 ]. Les populations Afro-Africaines de
New York et du nord-est des Etats-Unis sont originaires des régions cétieres de I'Afrique
occidentale. Cependant, elles ont eu une fréquence 2-fois plus élevée TCN2 776 G. Il est
remarquable qu'on n'ait pas observé une telle différence avec MTHFR 677 T, montrant
I'absence d’influence du brassage ethnique dans le groupe d'Afro-Américains. En outre,
contrairement a ce qui a été récemment observé avec I’allele MTHFR 677 T, il n'y avait
aucune association entre la fréquence de TCN2 776 G et la vitamine B12 ou le statut
folique. En outre, la fréquence de TCN2 776 G n'a pas été liée a son influence phénotypique
sur I'nomocystéine. La plus basse fréquence était observée dans les pays africains et en
Sicile, dans les zones géographiques ou ce polymorphisme n'a eu aucun effet sur la

concentration de plasma d'homocysteéine.
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Le polymorphisme TCN2 peut avoir une influence délétére sur des événements tres tot de la
vie et sur le développement normal de I'embryon. La fréquence de l'alléle TCN2 776 G est
sensiblement plus élevée dans les avortements spontanés des embryons, comparés a une
population d'adulte de référence [Zetterberg et al., 2004 ; Zetterberg et al., 2002]. Les
embryons qui avaient combiné MTHFR 677 TT et TN2 776 CG ou 776 GG ont un risque
accru pour l'avortement spontané comparé aux embryons qui ont eu seulement un de ces
génotypes [Zetterberg et al., 2003]. Au vu de sa distribution mondiale, l'influence
phénotypique du polymorphisme TCN2 semble ne pas étre associée a son effet sur le
métabolisme d'homocystéine. On a observé un effet de l'alléle 776 G sur la concentration en
homocystéine seulement au Mexique et en France, dans les deux populations qui ont eu le
taux le plus élevé de carence en vitamine B12. En fait, nous avons précédemment démontré
dans différentes lignées de cellules que ce polymorphisme était un déterminant de la
concentration intracellulaire en transcobalamine [Namour et al., 1998 ; Namour et al., 2001].
Ce polymorphisme a eu une influence négative sur le niveau de transcription, menant
nettement plus bas dans le variant 259RR que dans le variant 259PP.

Les facteurs environnementaux peuvent conférer un avantage sélectif ou exercer une pression
sélective sur la fréquence de l'allele TCN2 776 G, en considérant les différences observées en
Afrique, dans les populations Afro-Américaines et en Chine. Un des facteurs qui peuvent
exercer une pression pourrait étre les apports alimentaires en vitamine B12. Cependant, cette
hypothese n'est pas soutenue par I'absence d'association entre la fréquence de l'alléle et le
statut en vitamine B12 des groupes d'étude. En outre, on a observé la plus basse fréquence de
TCN2 776 GG au Bénin et au Togo, deux pays ou le polymorphisme n'a eu aucune influence
sur la concentration en  homocystéine. Une autre hypothése est l'influence de ce
polymorphisme sur des pathologies telles que les maladies d'infections. Parmi ces

pathologies, la malaria est un bon candidat. Le Plasmodium falciparum utilise les substrats
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du métabolisme des monocarbones [Nzila et al., 2005 (partie 1) ; Nzila et al., 2005 (partie 2)].
En outre, la vitamine cellulaire B12 est impliquée dans la synthése du succinyl-CoA
[Rosenblatt et al., 2001], le premier substrat de la voie de synthese de I’héme, et
I'némoglobine est une molécule qui est cruciale pour la croissance du parasite dans
I'érythrocyte. La prédominance de la malaria est tres élevée en Afrique occidentale et nulle en
Amérique du Nord-Ouest. Nous avons rapporté une plus grande fréquence du génotype de
776 GG chez les patients présentant la malaria grave, comparée au groupe des sujets
apparemment sains de la population du méme secteur urbain de Cotonou, au Bénin. Les
de génotype a été enregistré chez ces patients, présentant un pourcentage 2-fois plus élevé de
génotype GG que prévu (Tableau 1). Ces données indiquent donc que la malaria peut exercer
une pression sélective sur la fréquence du génotype GG chez les Afro-Africains, considérant
que la mortalité pour la malaria au Bénin est une des plus élevée au monde, avec un taux de
malaria compliquée estimé a 4.2% d'enfants [Wang et al.,, 2006]. Par comparaison la
prédominance de la mortalité liée a la malaria est trés basse dans la province de Hubei (Chine
centrale) [Zhou et al., 2004] et elle est nulle & Mexico et en Europe. En outre il est
remarquable que la plus basse fréquence de l'allele TCN2 776 G en Europe ait été rapportée
en Sicile, une région ou la prédominance de la malaria était haute jusqu'au milieu du siecle
dernier. En conclusion, la différence dramatique dans la fréquence de génotype GG entre
Afro-Africains et Afro-Américains suggére que cette variante puisse conférer un avantage
sélectif quand la pression sélective est enlevée ou absente. Ceci pourrait expliquer le
déséquilibre de Hardy-Weinberg qui a été observé dans les volontaires en bonne santé du
Mexique (Tableau 3).

En conclusion, nous avons observé une hétérogénéité mondiale de la distribution du

polymorphisme TCN2 776C>G qui fournit des évidences pour son association avec des
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facteurs environnementaux liés aux €événements précoces de la vie. Un des facteurs
environnementaux qui peuvent exercer une pression sélective, pourrait étre la malaria dans la

mesure ou le génotype TCN2 776 GG est associé a la sévérité de cette maladie.
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Background: A 776C—G variant [dbSMP 1D rs1801198) in the transcobalamin gene [TONZ: MIMg#
275350) decreases the cellular and plasma concentration of transcobalamin and thereby influences the
cellular availability of vitamin Bys.

Obijective: To evaluate the worldwide prevalence of this variant and its association with homacysteine plasma
level.

Methods: The study was performed in 1433 apparently healthy subjects, including Afro-Americans and Afro-
Abricans and in 251 Afo-Africans porticipants with severs malaria.

Results: The frequencies of the 774G allele were the highest in China (0.607; 95% C10.554 to 0.659), low in
West Africa [Bénin and Tage, 0.178; 0.154 10 0.2064), and intermediate in France (0.445; 0408 to 0.481),
haly (0.352; 0.299 to 0.40%), Morocco (0.370; 0.300 to 0.447) and Mexico (0.374; 0.392 to 0.419). The
776G genotype was more frequent in Afro-Americans from New York (16.7; 8.4 to 30.7) and in Afre-
Abrican patients with severe malaria (6.0%; 95% Cl 37 to 9.4) than in healthy Afro-African veluntesrs
(p=0.0004 and p=0.033, respectively), while no difference was ocbserved for MTHFR 677TT and &77T
alleles. A disequilibrivm of TCNZ genatype distribution was recorded in patients with severe malaria, with o
twofold higher GG genotype than expected (p=0.010). An association between the TCNZ2 polymarphism
and homecysteine was observed only in Mexico and France, the two countries with the highest rate of low
plasma concentration af vitamin By (<100 pmal/l).

Conclusion: Given the dramatic heterogeneity of the 776G allele frequency warldwide, this polymarphism
mary be prone to a selective pressure or confers an evelutionary advantage in confranting envirenmental
factars, ane of which is malaria.

homocysteine and vitamin By» play a role in develop-
mental disorders.” Homocysteine is a crosspoint substrate
of the so-called one-carbon metabolism. This metabolism is
crucial for DNA synthesis and repair, and for a wide range of
ransmethylation reactons, including those of DNA and
histones that are implicated in the regulation of gene
expression.” The concentration of homocysteine in humans is
influenced by the dietary intake of folate and vitamin Bys, and
by the polymorphisms in genes that encode enzymes or proteins
involved in the specific transport of folate and vitamin By,." One
of these enzymes, methylenetetrahydrofolate reductase
{MTHFR), catalyses the synthesis of 5-methyltetrahydrofolate,
the methyl donor for vitamin Bjs-dependent re-methylation of
homocysteine to methionine. A 677C—T variant {(dbSNP ID
rs1801133) of MTHFR (MIMg# 607093) decreases by fourfold
the catalytic rate of the enzyme and, consequently, increases
t-Heys, especially in low folate status.** This variant is also a
genetic determinant of folate imbalance between DNA synth-
esis and/or methylation.* Tts worldwide distribution is very
heterogeneous, the highest and the lowest T allele frequency
being reported in Mexico and sub-Saharan Africa, respect-
ively.”@ It has been hypothesised that dietary folate is one of the
factors that has influenced the prevalence of the 77T allele
waorldwide.'” '
Another common genetic polymorphism that influences
homocysteine and vitamin By, metabolisms is a 7760

! coumnulating evidence suggests that the metabolisms of

variant in the ranscobalamin gene (TCN2, MIM4 275350) that
results in the substimrion of proline for arginine in codon 259
(dbSNP ID: rs1801198).%  The TCN2 776G allele decreases the
transcription and the cellular and plasma concentration of
transcobalamin, the carrier protein which delivers vitamin Bys
to cells.™ The influence of the TCN2 776G allele on the cellular
availability of wvitamin B,, has been documented by its
association with plasma apotranscobalamin, holotranscobala-
min, homocysteine and methylmalonic acid, in Caucasians.
This polymorphism seems to be associated with an increased
rsk of spontanesus abortdon.™ The possibility of a gene-gene
interaction between the MTHFR and TCN2 polymorphisms has
also been suggested in this context.”™ More recently, TCN2
polymaorphism was found to be associated with non-syndromic
cleft lip with or without cleft palate."” Taken together, these
data suggest an association between the TON2 776G allele and
the pathological and developmental events of the very early
steps  of life. Whether this assodation is influenced by
environmental factors is not known, and, if it were the case,
it would be reasonable to predict its heterogeneous distribution
in populations that are exposed to a contrasted environment. To
address this issue, we therefore swudied the worldwide
distribution of the TON2Z 776G allele in populations from
Europe, Mediterranean area, West Africa, China and
Mexico, and compared Afro-Africans from West Africa with

Abbreviation: MTHFR, rr|aﬂ1}r|mefefruh}rdro‘b|ufe reductase
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Table 1 ‘Worldwide distribution of TCN2 7746C—G genotypes
Genatype s, n, % [95% CI
Number of el L e
Geographical area Ethmicity subjects 776CC T76CG FT6GG
= Alro-Akicans 195 134, 687 620 0 74.9] 52 267 (0810331 9, 4622087
Bénin Alre-fricans 214 142, 66,3 |59.9 10 72.4) 48, 31.8 |25.810 38.2) 4, 1.90614.73
Wit Africa [Tege and Alro-Africans 409 276, 67.5 |b2.8 © 71.8) 120, 29.3 |25.1 10 33.9) 13,32(1.9 0 5.4)
MNew York Abro-Americans 42 21, 500 |35.4 1o &4.5] 14, 303 (21.010 48.5) 7,167 1B 4w 30.7)
Marth East United Skates*  AlfrerAmericans 51 19, 37.2 {2592 1o 50.7) 27, 529 |32.510 19.9) 5,928 3.61019.9)
New York and NorhEad  Alro-Americans o 40 43004532 41 441 [4410542) 12,129 F.61212)
United Stetes
T Al P 81 35,432 33010 541) 32, 395(H.610504) 14, 17.3 (104 o 29.0]
France Covcasiars 353 109 302 2863 10 35.9] 174 493 (44110545 70,198 160 ko 24.3)
Baly [Sicikd Conomsians 142 58, 40.8 1331 10 49.1) 48, 47.9 |37 810 54.1) 16,113 F7.1 e 17.5]
et Hisparics 239 102427 166 10 49.0) 95 397 (13 Blods]] 42, 176133k 2.9
Gockel [CHi e Hans 167 34 20401500 27.1) 63,377 (0710453 70,419 (347 ko 495
Dt from Bowen ef al '®

Afro-Americans. We also evaluated the influence of this variant
on plasma homocysteine conceniration in those populations
that were accessible to plasma collection.

METHODS

The study was carried out on a population of 1433 apparently
healthy participants, with an age range of 20-60 years. Ethical
approval for study of DNA variants in the untraceable DNA
samples was obtained through the Research Ethics Board of
Troina {Sicily, Ttaly). Similarly, local approval was obtained for
DNA samples from New York and China. All the other subjects
were medically examined to tule out cancer, cardiovascular,
renal, hepatic and genetic disease, and recurrent vitamin
supplementaton prior to inclusion in the study. Institutonal
review board approval was obtained from the ethical commit-
tees of the Medical Center of Troina ( ITRCCS Associazione Oasi
Maria 58, Troina, Sicily, Italy), University Hospital Center of
Nancy (Mancy, France), University of Bénin (Lomé, Togo),
University of Cotonou {Cotonou, Bénin), Instituto Nacional de
Ciencias Medicas y Nutricion {Mexico DF, US of Mexico) and
University Hospital of Casablanca { Morocco ). Informed consent
was obtained from the participants. The volunteers from Sicily
were from a rural area, in the north-east of Sicly. Volunteers
from Togo were recruited from the coast (Lomé) and the
Savanna. They have already been described in a recent
publication.” The volunteers from Bénin were recruited from
the coastal urban area of Cotonou. The volunteers from Mexico
were blood donors at the Instituto Nacional de Ciencias
Medicas y MNuiricion and originated from the periphery of
Mexico City, and those from China and New York were blood

donors from the region of Wuhan and New York City,
respectively. A group of 251 patients with severe malaria were
also recruited from the University Hospital Center of Cotonou
{Bénin ). All blood specimens were tested in a single laboratory
{Nancy, France). Fasting venous blood was collected in EDTA-
containing tubes and, after immediate centrifugation, aliquots
were stored at — 307 until analysis. Plasma homocysteine
concentrations (protein-bound and free homocysteine) were
determined by the fluorescence polarisation immunoassay
IMx-homocysteine method developed by Abbott | Abbott
Laboratories Diagnostics Division, Abbott Park, Illinois, USA).
Buffy coat was prepared from the previously collected blood
and genomic DNA was isolated using the Qiagen kit {Qiagen-
France, Courtaboeuf cedex, France). Plasma vitamin E,» and
folate concentrations were determined by the immunea ssay kit
V By and Folates on an ACS 180 automated chemiluminescent

system  (Chiron Diagnostics Corporation, East Walpaole,
Massachusetts, USA), with threshold wvalues established,
respectively, at 100 pmold and 7 nmold, respectively.”

Genotyping of the TCN2 776C—G polymorphism was per-
formed by the amplification-refractory mutation system, as we
described recently.® PCR-based restriction fragment length
polymorphism method was used to determine the genotypes of
MTHFR.* Allele and genotype frequencies were reported as
percentages (95% CI), and a Fisher's test was used to assess
differences between the groups. Continuous variables were
reported as mean (SD). Comparisons of contnuous variables
were performed by Mann-wWhitney U test. p Values < 0.05 were
considered significant. Data were prospectively collected and
analysed using the SAS software v9.1 for Windows.

Table 2 TCNZ 776G and MTHFR 677T allele frequencies worldwide
Allele
Herabor of frequency [75% Cl)

Geographical area Ethnicity alleles TCN2 776G MTHFR 677T

Tega Akorafricans e ol ] 0172 (0,144 0 0.219) 74151 w0 10.3)
Bdniin A oA oo 28 0177 (0143 0.214) 107 (5.1 % 10.3)

West Africa AlrerAlricans B8 0.178 (0.154 10 0.204) 0.093 (0.075 0 0.115)
Mew Yok AkrerAmericans 84 0,333 (0.242 10 0.440) 0.107 (0.057 10 0.171)
Morth-Eaod United Skrles* AfrerAmaricans 102 0,343 (0274 10 0.458)

Mew Yok and AlrerAmaricans 184 0.349 (0.284 10 0.349)

Morth-East United Siles

e Al o i 142 0.370 (0,300 o 0.447) 0289 (0.218 ko 0.373)
France Cavensians 706 0.445 (0.408 10 0.481) 0.354 (0.318 10 0.372)
Betly | Sicily} Cavensians 284 0.352 (0299 10 0.409) 0.438 (0.382 10 0.474)
pE Hisponies 78 0374 (0392 b0.41.9)  0.581 (0.538 ko 0.623)
Central China Hans 334 0.607 (0.554 10 0.659) 0.392 (0.344 10 0.442)
“Daia from Bowen i ol
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p = 0.0004
20—
gl 76298l I%
16—
14— B TCNZ 77666
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5 B 3.4-9.4)
4l 0643
100 Dl " 10.1=2.5]
" | |
Afro=Americans Afro-tfricans Afra-Africans with
severe malario
[New Yark] {Cotonou) {Cotonou
Figure 1 Comparison by Fisher's test) of the frequency of TCNZ 776GG

and MIHFR &77TT in healthy volunteers from Mew Yeork, Cotonou [Bénin)
ond in pafierts with severe malaria fem Cotonou. 5% confidenae
intervals are indicated in bradets.

RESULTS

Table 1 presents the distribution of the genotypes of TCON2
776C—G polymorphism among the seven populations. The
highest frequency was reported in China, this genotype being
even more frequent than the 776CC genotype in this popula-
tion. A low frequency of GG genotype was observed in the
populations from West Africa (table 2).

In addition, no difference was observed between the
participants from Togo and those from Bénin, nor between
those from the coast of Togo and those from the Savannah. In
contrast, a twofold higher frequency of TOCN2 776GG genotype
was reported in the patients from Bénin with severe malaria
{6.0% (95% CI 3.7 to 9.6); fig 1). Surprisingly, the frequency of
776G0G genotype in Afro-Americans was not  significantly

Table 3 Hardy—Weinbarg disequilibrium in healthy
volunteers from Mexico, China and in patients with severe
malaria from Bénin
Value
Geographical
area Genotype  Observed Expecled  4F taile)
Mexico CcC 102 93.5 0.769
CG 75 1120 2.572
GG 42 33.5 2151
Total 5492 0019
China cC a4 257 24696
CG &3 794 3473
GG 70 1.7 1.119
Total 7.288 0007
Bénin— CcC 172 165.8 0.232
severe molaria CG &4 764 2018
GG 15 B8 4367
Total 4417 0010
Bénin —
healihy
woluntears
cC 142 1447 0.052
CG 58 62.5 0.482
GG 4 &7 1.114
Total 214 1.448 0199
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different from that reported in  Caucasian  populations
{p= 0.839), but it was dramatically higher than that ohserved
in the Afro-African participants (table 1; p=0.0004). It was in
the same order of magnitude as that reported in another group
of Afro-Americans from north-eastern United States.” By
comparison, the frequency of MTHFE 677TT pgenotype was
similar in both African populations from West Africa and New
York," indicating that the difference in 776GG genotype was naot
due to crossbreeding.

The same contrasted groups were evidenced when consider-
ing the allele frequencies of TCNZ polymorphism, instead of
TCN2 776006 genotype. The 776G allede was the most
predominant allele in the Chinese population (p<0.001), the
less frequent allele in West Europe, Mediterranean areas and
Mexico, and its frequency was dramatically lower in Afro-
African participants than in participants of any other ethnicity
{table 2; p=0.001). The 776G allele frequency was twofold
lower in Afro-Africans, compared with Afro-Americans from
MNew York (table 2 p=0.001) and with the sum of Afro-
Americans from New York and from the study of Bowen ef al"®
{table 2; p=<0.001). The allele frequency in France was not
different from that previously reported in  Sweden, The
Netherlands, Ireland, Greece and the Caucasian populations
from MNorth America.™ ™ In contrast, it was significantly
higher than that reported in Sicily {p= 0.0084) and in Mexico
{p=0.0161). The distribution of MTHFE 677T allele frequency
amaong the seven populations was similar to previous reports of
the literature”® In particular, it was in the same order of
magnitude in the Afro-Africans from West Africa and in the
Afro-Americans from New York. In addition, similar results
were reported in the Afro-African population from Atlanta.” We
investigated the hypothesis of a gene—gene influence of MTHFR
on the distribution of TCN2 polymorphism and vice versa. We
failed to find any difference in 776G allele frequency between
the subjects carrying the MTFHR 677T allele and those carrying
the 6770 allele in any of the seven populations. There was no
evidence of Hardy-Weinberg disequilibrivm of the genotype
distribution in West Africa, north-eastern United States,
Morocco, France and ITtaly (y7: 0.0002, p=0.989 2.619,
p=0.106; 0,049, p=0.825; 1.86% p=0.16% 0.001, p=0520
and 0.350, p = 0.554, respectively). In contrast, the frequency of
observed TONZ 77606 genotypes was slightly higher than
expected in the populadon samples from China and Mexico,
and as much as twofold higher than expected in the African
patients with severe malaria (table 3 and fig 1).

45— [0CC 0CG pGG|

40+
o p = 0.002
< > e
a0 -
E B p = 0.007 p=0.005
2 25— 1 i
*5:% 20 -
o
:E -
ééﬁ & ies
5 -
0 i I | | | I
AFR FR T MOR MEX

Figure 2 Flasma homocysteine level [box plots represent median, inter-
quartiles and rangs) aocording to the genotypes of TONZ776C—G in
West Alrica [AFR), thaly {IT), France [FR), Morocco [MOR) and Mexico
[MEX).
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The homocysteine plasma level was the highest in Africa,
intermediate in Morocco and France, and the lowest in Ttaly
and Mexico, with respective values of 182 (13.9), 114 (3.2),
107 (3.3), 99 (5.9) and 103 (3.7) umold. The serum folate
level was the highest in Mexico, intermediate in Ttaly, France
and Morocco, and the lowest in Africa, with respective values of
19.5 (9.4), 134 (6.3), 12.8 (5.0), 11.3 (5.1} and 10.8 {6.8) nmol/.
By comparison, the vitamin By. level was the highest in Africa
and Morocco, intermediate in Mexico and Italy, and the lowestin
France, with respective values of 6624 (506.4), 590.7 (428.5),
4227 (658.8), 347.5 (158.7) and 296.8 {191 4) pmoll. We could
evaluate the phenotypic influence of TON2 on homocoysteine
plasma concentration in the study groups, except for the subjects
recruited from China and New York. An association bebween
TCN2 polymorphism and homocysteine was observed in the
subjects from Mexico and France, but not in those from Italy,
Morocco and Africa (fig 2).

DISCUSSION

Our study demonstrated a heterogeneity in the allele distribu-
tion of TCN2 776C—G polymorphism worldwide, with the
highest 776G allele frequency reported in China. By compar-
ison, the allele frequency was, respectively, 3.4-fold and 1.5-
fold lower, in African and Caucasian populadons. The 776G
allele was even more frequent than the 776C allele in China, We
did not observe any difference in 776G allele frequency among
Caucasian  populations  from West  Europe  and  the
Mediterranean area. These frequencies were also in the same
order of magnitude as those reported in Caucasian populations
from Morth Europe and North America. In contrast, a dramatic
difference of 776G allele frequency was observed between
populations that have the same ethnicity. The Afro-African
populations from New York and the north-east of the United
States originated from the coastal regions of West Africa,
respectively, as the populations from Bénin and Togo. However,
they had a twofold higher frequency of TCN2 7760 allele. It is
noteworthy that such a difference was not observed with the
MTHFR &77T allele, showing the absence of crossbreeding in the
group of Afro-Americans. The TCN2 776G allele frequency was
naot related to its phenotypic influence on homaocysteine, as the
lowest frequency was observed in the African countries and in
Sicily—for example, in areas where this polymorphism had no
effect on homocysteine plasma concentration.

TCN2 polymorphism may have a deleterious influence on
very early events of life and on the normal development of the
embryo. The prevalence of the mutated TCN2 776G allele is
significantly higher in spontaneous abortion of embryos, and
the frequency of wild-type TON2 7760C embryos is much lower
among spontaneously aborted embryos, compared with a
reference adult population.’ ™ Embryos that had combined
MTHFR 677TT and TN2 77600 or 776GG genotypes are at
increased risk for spontaneous abortion compared with
embryos that had only one of these genotypes.” In addition,
TCN2 776C—G was the single polymorphism assodated with
the onset of non-syndromic cleft lip with or without cleft
palate, in a recent study.”” Contrasting results have been
observed with regard to the association between TCN2 T76C—G
and the risk of neural tube defect, with no association reported
in Ireland and The Netherlands and an increased risk in the
cases with the predominant &77CC genotype of MTHER
polymorphism in Sicily. = *

Wwith regard to its worldwide diswibution, the phenotypic
influence of the TCN2 polymorphism seems not to be primarily
associated with its effect on homocysteine metabolism. An
effect of the 776G allele on homocysteine concentration was
observed only in Mexico and in France, in the two populations
that had the highest rate of low concentration of vitamin By,. In

Guéant, Chabi, Guéant-Redriguez, et al

fact, we have previously shown in different cell lines that this
polymorphism was a determinant of the intracellular concen-
tration of transcobalamin.®* This polymorphism had a
negative influence on the transcription level, leading to a
dramatically lower concentration of the transcript in the 259RR
variant than in the 259PF vadant.”

Environmental factors may confer a selective advantage or
exert a selective pressure on the frequency of the TCN2 776G
allele, with regard to the dramatic differences observed in
Africa, in the Afro-American populations and in China. One of
the factors that may exert a pressure could be the dietary intake
of vitamin By, which is one of the strongest nutritional
determinants of homocysteine metabolism. However, this
hypothesis is not sustained by the lack of association between
the allele frequency and the vitamin Bys status of the study
groups. In addition, the lowest frequency of TON2 776GG was
observed in Bénin and Togo. two countries where the
polymorphism had no influence on plasma homocysteine level.
Another hypothesis could be the influence of this polymorph-
ism on the gravity of pathologies such as diseases from
infections in young populations. Among the pathologies,
malaria s a good candidate for such an investigation.
Plasmodinm falciparum tequires substrates of the one-carbon
metabolism that are provided by the host™ ¥ In addition,
cellular vitamin B, is involved in the synthesis of succinyl-
CoA™ the first substrate of the haeme pathway, and
haemoglobin is a molecule that is crudal for the growth of
the parasite within the erythrocyte. The prevalence of malaria is
very high in West Africa and null in north-west America. We
reported a twofold increased frequency of the 776GG genotype
in patients with severe malaria, compared with the apparently
healthy sample of population from the same urban area of
Cotonou, in Bénin. The criteria of severity were those defined by
the World Health Organization. In addition, a disequilibrium of
genotype distribution was recorded in these patients, with a
twaofold higher rate of GG genotype than expected (table 1).
Hence, these data indicated that malaria may exert a selective
pressure on the frequency of GG genotype in Afro-Africans,
considering that the mortality for malaria in Bénin is one of the
highest in the world, with the rate of complicated malaria
estimated at 4.2% of children®® By comparison, the prevalence
of mortality related to malaria is very low in the province of
Hubei (central China)™ and is null in Mexico cty and in
Europe. In addition, it is noteworthy that the lowest frequency
of the TCN2 776G allele in Europe was reported in Sidly, a
region where the prevalence of malaria was high until the
middle of the 20th century. Finally, the dramatic difference in
GG genotype frequency between Afro-African and  Afro-
American populations suggests that this varant may confer a
selective advantage when the selective pressure is removed or
absent. This could explain the Hardy-Weinberg disequilibrium
that was observed in healthy volunteers from Mexico, with the
frequency of GC and GG genotypes higher than expected
(table 3).

In conclusion, we have observed a worldwide heterogeneity
in the distribution of the TON2 7760—G polymaorphism, which
provides evidence forits association with environmental factors
in early events of life. One of the environmental factors that
may exert a selective pressure could be malaria, as the TCN2
77600 genotype was associated with the severity of this
disease.
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3. Déterminants nutritionnels et genetiques du métabolime des
monocarbones : association avec I’hépatite virale B en Afrique de

I’Ouest (Publication E)

3.1. Résultats

Caractéristiques de la population d'étude

Quatre cent cinquane cing volontaires (263 males et 192 femelles) ont été recrutés. L'age
moyen était de 26.9 + 12.8 ans (tranche de 20-60 ans). Trois cent cinquante cing sujets (67 %)
ont été recrutés au Bénin et 150 (33 %) au Togo. Beaucoup plus de femmes ont été recrutées
au Bénin qu’au Togo (46% contre 33%, respectivement, p=0,007).

Les concentrations en folates, vitamine B12 et homocystéine et les fréquences des différents
génotypes de MTHFR, méthionine synthase (MTR) sont présentés dans le Tableau 1
(Publication E). Les valeurs des folates inférieures a 7 nmol/L et t-Hcys > 15 umol/L
(hyperhomocysteinemie modérée) (Amouzou et al.,, 2004) ont été retrouvées dans
respectivement 27.7% et 56.2% de la population. Seulement 3.2% avaient une vitamine B12
inférieure a 150 pmol/L (Amouzou et al., 2004; Rosenblatt et al., 1999). Le niveau
d’homocystéine était 1.8-fois plus élevé chez les porteurs de I’allele 677 T, comparés aux
sujets porteurs du génotype sauvage 677 CC, avec des valeurs respectives de 15.9 et 28.7
umol/L (p< 0.0001).

Trois cent cinquante cing volontaires (78%) étaient positifs pour les anticorps anti-HBc. Il n'y
avait aucune différence statistiguement significative entre les sujets positifs anti-HBc et les

sujets négatifs anti-HBc (p=0,272) (Tableau 1).
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Sujets Anti-HBc positifs

Parmi les 355 volontaires positifs pour anti-HBc, 202 (56.9 %) étaient anti-HBs positifs et 58
(16.3 %) étaient positifs I’Ag HBs. D'autre part, 96 sujets étaient positifs pour les anticorps
anti-HBc (27 %) négatifs pour Ag HBs et anticorps anti-HBs (Publication E, Tableau 2).

Au vu de ces résultats, nous avons exécuté plusieurs analyses pour déterminer I'influence des
facteurs de la survenue de l'infection de HBV. Dans la premiére analyse, les sujets négatifs
pour HBV ont été considérés en tant qu'ayant l'infection passagere comme les sujets positifs
en anticorps anti-HBs. D'autre part, les sujets positifs en anticorps anti-HBc pour I’'HBV ont
été considérés en tant qu'ayant l'infection persistante comme les sujets positifs en HBSAg.
Une analyse univariée a comparé le groupe a l'infection passagere avec le groupe avec
Iinfection persistante selon la distribution du genre, d'origine géographique, des
polymorphismes de MTHFR et de MTR, des alleles de HLA-DRB1, de I'age, de la vitamine
B12, des folates et de la concentration plasmatique en homocystéine (Tableau 2). La présence
de l'alléle T a la position 677 du gene de MTHFR a été trouvée dans 33 des 164 sujets (de 20
%) avec l'infection passagére et dans 4 de 55 sujets avec l'infection persistante (7 %) (p =
0.036). D'autre part, l'alléele de HLA-DRB1*08 a été trouvé dans 39 % des sujets avec
I'infection persistante et dans 18 % des sujets avec l'infection transitoire (p = 0.02). Une
analyse de régression logistique multivariée a été ensuite réalisée, comprenant les facteurs
avec un niveau de p < 0.1 dans l'analyse univariée (polymorphisme de MTHFR C677T et
HLA-DRB1*08, 1301, 1302 alleles) et les facteurs corrélés avec l'infection de HBV (sexe,
age, alleles HLA-DRB1*07, 09, 1301 et 1302). La présence de l’allele T a eété
indépendamment associée a une infection transitoire de HBV et de la présence d’anticorps
anti-HBs (p=0.029) tandis que la présence de HLA-DRB1*08 a été associée a la persistance
de l'infection HBV (Tableau 2). En raison de la difficulté pour interpréter la signification du

niveau bas d'/ADN HBYV détectée dans le sang par PCR en excluant en particulier le groupe
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d’anti-HBc dans une deuxieme analyse. Nous avons comparé les individus anti-HBs positifs
aux individus antigéne HBs positifs. Dans l'analyse univariée, le genre féminin, l'origine
Beninoise, la présence de I’alléle T ont été significativement associés a la présence d’anti-
HBs (Tableau 3). Il n'y avait aucune différence statistiquement significative entre les deux
groupes quand les distributions des alleles HLA-DRB1 ont été considérées (Tableau 3). Le
genre, I'age, l'origine géographique, le polymorphisme de MTHFR C677T, les distributions de
Hla- DRB1*07, 09, 1301 et 1302 ont été analysés comme prédicteurs de séroconversion anti-
HBs dans une analyse de régression logistique. Aprés régression logistique pas a pas, la
présence d'un alléle de T a été indépendamment associée a la présence d’anticorps anti-HBs
(p=0.029) tandis que l'origine Togolaise a été associée a la persistance de l'infection HBV
(p<0.0001). Il faut noter qu’il y avait plus d’hommes parmi les volontaires Togolais (73
contre 51 %, p = 0.01). Ceci peut en partie expliquer la différence entre Togolais et Béninois
dans les résultats.

Les 2 sujets avec une mutation 677TT du gene de MTHFR qui étaient positifs pour I'antigéne
HBs n'ont eu aucun ADN HBV détectable dans le sang tandis que le niveau moyen d’ADN
HBV était de 2800000 copies/ml dans les sujets ayant le génotype CC (p = 0.023).

Parmi les 113 sujets anti-HBs positifs, le niveau moyen d'anticorps anti-HBs était de 240
Ul/ml dans les sujets 677T et de 150 Ul/ml dans le sujet sans la mutation. Par conséquent,
nous avons exécuté une troisieme analyse dans laquelle les sujets anti-HBs positifs ont été
comparés a tous les autres sujets qui étaient anti-HBs positifs et anti-HBc négatifs. Le but de
cette analyse était de déterminer les facteurs liés a une immuno-conversion humorale dans
I’infection persistante HBV. Dans I'analyse univariéee, le sexe féminin, I'origine béninoise, la
présence de I’alléle T, la présence d'une mutation homozygote 2756GG du géne MTR, la
présence de HLA-DRB1*09 et I'absence de HLA-DRB1*08 ont été significativement associés

a la présence d’anti-HBs (Tableau 4). Aprés régression logistique pas a pas, la présence d'un
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allele 677T du géne de MTHFR, l'origine béninoise, la mutation homozygote GG de MTR et
I'allele de HLA-DRB1*09 ont été indépendamment associés a la présence des anticorps d'anti-

HBs.

3.2. Discussion

Notre étude confirme la forte prévalence des marqueurs sérologiques de HBV chez les jeunes
adultes africains (Ayoola et al., 1988 ; Thursz et al., 1995). Ainsi 72 % de la population
d'étude étaient positifs pour les anticorps d'anti-HBc. Parmi eux, 57 % ont guéri de I'infection
de HBV (positif d'anti-HBs), 16 % ont été chroniquement infectés (positifs pour I’antigéne
HBs). 1l était plus difficile de classer 27 % parce qu'ils étaient seulement positifs pour des
anticorps anti-HBc. Ces derniers ont été considérés, dans d'autres études, comme ayant
récupéré de l'infection de HBV (Thursz et al., 1995; Lok et al., 2001) mais ce n'est
probablement pas le cas, puisque 25 % de ces sujets étaient positifs pour I'ADN HBV dans
notre étude. Nos données confirment I'hétérogénéité extréme du groupe "HBc seul” (Grob et
al., 2000). Par conséquent nous avons exécuté plusieurs analyses dans lesquelles les
définitions de l'infection passagere et persistante étaient variables. Dans la premiére analyse,
les "HBc-seuls™ ont été analysés selon les résultats de quantification HBV par PCR ; si 'ADN
de HBYV était indétectable, ils étaient classés dans le groupe “infection passagere” comme les
sujets positifs pour anti-HBs et si 'ADN de HBV était discernable, ils ont été classés dans le
groupe "“infection persistante” comme les sujets positifs pour l'antiggene HBs. Cette
classification est également sujette & la limite en raison de la difficulté pour interpréter la
signification des niveaux bas d'ADN HBV détectés avec la technique trés sensible de PCR.
Pour surmonter cette limite, dans la deuxieme analyse, nous avons seulement comparé les

sujets positifs pour anti-HBs aux sujets positifs pour I’Ag HBs. Cette comparaison est
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probablement la plus appropriée mais le petit nombre de sujets positifs d'antigéne de HBs (n =
38) pourrait exposer a une perte de puissance statistique. La troisieme analyse a comparé les
sujets positifs pour I’anti-HBs a tous les sujets anti-HBs négatifs et positifs pour anti-HBc. La
derniére analyse a été faite afin de déterminer les facteurs liés a la persistance d'une immuno-
réaction humorale a long terme.

Plusieurs caractéristiques des patients se sont avérées des facteurs prédictifs indépendants
dans les différentes analyses. Ainsi, l'origine béninoise a été indépendamment associée a
I’évolution favorable dans 2 des 3 analyses. Nous n'avons aucune explication claire, mais il y
avait sensiblement plus de femmes parmi les Béninois et les études précédentes ont prouvé
que le genre féminin était un facteur prédictif indépendant de I’évolution favorable de
I'infection HBV (Coursaget et al., 1987 ; Lok et al., 2001). Dans notre étude, un lien entre le
genre féminin et I’évolution favorable a pu étre trouvé seulement dans I'analyse univariée. La
haute fréquence de l'infection chronique de HBV au Togo pourrait étre expliquée par le fait
que des scarifications traditionnelles sont probablement plus répandues chez les enfants trés
en bas age dans ce pays. Les études précédentes ont prouvé que le risque d'infection
persistante @ HBV chez les enfants est inversement proportionnel a I'age de la contamination
(Thursz et al., 1995 ; Coursaget et al., 1987).

Les génes HLA jouent un role critique dans I'immunoréactivité a l'infection virale. C’est
pourquoi la majorité des études génétiques se sont concentrés sur des associations HLA. Les
résultats de ces études suggéerent que les antigenes de la classe 11 et en particulier les alléles de
DR produisent une immuno-réaction efficace contre ’'HBV (Thursz et al., 1995 ; Almarri et
al., 1994 ; Hohler et al., 1997 ; Thio et al., 1999 ; Ahn et al., 2000). Cependant l'allele
spécifique varie selon les études (Thio et al., 2000). Dans notre population, HLA-DRB1*08 a
été indépendamment associé a l'infection persistante dans I'analyse dans laquelle les sujets

HBc positifs ont été classifiés selon les résultats de 'ADN HBV. A notre connaissance, cette
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association n'a été déja jamais décrite. D'autre part, la présence de l'allele DRB1*09 a semblé
étre associée a la persistance des anticorps anti-HBs. C'est en opposition aux résultats d'une
étude réalisée en Corée dans laquelle HLA-DR*Q9 était sensiblement plus fréquent chez les
patients positifs AgHBs comparés aux sujets positifs pour I’anti-HBs (Ahn et al., 2000).
Contrairement aux études précédentes (Thursz et al., 1995 ;Hohler et al., 1997), nous n'avons
pas trouvé une association indépendante entre HLA-DRB1*1302 et les résultats de I'infection
de HBV. Méme lorsque les sujets HBc positifs seuls ont été considérés comme ayant une
infection passagére, HLA-DRB1*1302 n'a pas été sensiblement associé aux résultats
favorables. En raison de I'hétérogénéité du statut HBc, les conclusions les plus plausibles sont
probablement données par les études dans lesquelles les patients anti-HBc seuls ont été exclus
de lI'analyse (Almarri et al., 1994 ; Hohler et al., 1997 ; Thio et al., 1999 ; Ahn et al., 2000).
Nous n’avons trouvé aucune association significative entre les antigénes HLA et I'infection de
HBYV dans ce type d'analyse, peut étre en raison du petit nombre de sujets AgHBs positifs.

Le point le plus étonnant de notre étude était la découverte d'un lien entre la présence d'un
allele T a la position 677 du géne de MTHFR et I’évolution favorable de l'infection de HBV
quelque soit le type d'analyse faite. Comme rapporté dans d'autres études réalisées sur les
Afro-Africains et les Afro-Américains (Rajkovic et al., 2000 ; Botto et al., 2000), le génotype
TT était extrémement rare (1 %) et la prédominance du génotype CT était seulement de 18 %.
Par conséquent, les génotypes TT et CT ont été analysés ensemble et comparés au génotype
CC. Le polymorphisme MTHFR C677T influence le statut de méthylation d'/ADN par une
interaction avec le statut en folates (Friso et al., 2002). Une fonction largement attribuée a la
méthylation d’ADN est celle d'un mécanisme de défense du génome contre les « envahisseurs
étrangers » tels que les éléments transposables et 'ADN proviral. La méthylation de I'ADN
des rétrovirus intégrés dans le génome peut mener a l'inactivation virale (Jahner et al., 1982).

Par conséquent nous avons postulé qu'en cas d'infection chronique, la méthylation de I'ADN
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de HBV peut influencer les résultats de l'infection. Les sujets avec les génotypes TT et CT
auront plus fréquemment le statut hypométhylation d'ADN de HBV et par conséquent des
niveaux plus élevés de réplication de HBV en cas d'infection chronique. Nos résultats n'ont
pas confirmé cette hypothése mais suggerent que ces génotypes peuvent favoriser le
dégagement de HBV. Alternativement, il a été montré que la méthylation de I'ADN proviral
du virus d'Epstein Barr, qui maintient la capacité d'étre réactivé, permet au virus de survivre
en échappant a la surveillance immunitaire (Robertson et al., 1997). Ainsi, I’
hyperméthylation de I'ADN de HBV, qui est théoriquement plus élevée chez les sujets CC
que dans les génotypes de TT et de CT, pourrait favoriser la persistance de l'infection. Les
analyses éventuelles des niveaux viraux et des immuno-réactions des chimpanzés avec
I'népatite aigué B prouvent que I’élimination de HBV est le résultat de I’immunité innée aussi
bien que de I'immunité spécifique (Guidotti et al., 1999 ; Kakimi et al., 2000). L'évolution de
I'népatite chronique semble étre provoquée par un échec des immuno-réactions exacerbées
aux antigenes de HBV (Chisari et al., 1995). L'impact du polymorphisme MTHFR C677T sur
des fonctions immunisées est inconnu. On a signalé que la carence en folates peut altérer la
réponse immune, y compris I'immunité humorale (Dhur et al., 1991 ; Gross et al., 1975).
D'autre part, l'intégrité et la stabilité de I'ADN, qui dépend du statut en folates et de la
méthylation d’ADN, peuvent influencer I'infection virale. Nous avons observé une prévalence
de carence en folates dans la population entiére, en méme temps qu’une augmentation de 1.8
fois de I’homocystéine des porteurs d'alléle 677T. Dans ces conditions, I'insuffisance conduit
a une disponibilité cellulaire diminuée du 5-10-methylene-tetrahydrofolate qui est essentiel
pour la conversion du deoxyruridilate en thymidilate. Toutefois le déséquilibre entre 5-10-
méthyléne-tetrahydrofolate et méthyl-tetrahydrofolate est plus limité dans des porteurs de
I’allele 677T que dans les sujets ayant un génotype sauvage, en raison de la diminution de

catalyse du 5-10-méthylene-tétrahydrofolate. L’uracile est anormalement incorporé a I'ADN
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si la méthylation du deoxyuridylate en thymidilate est insuffisante (Blount et al., 1997).
L’uracile incorporé est excisé et ceci peut produire des coupures simple-brin (Dianov et al.,
1991) menant a l'instabilité et & la fragilisation des chromosomes. Actuellement, il est
possible que l'effet favorable du polymorphisme de MTHFR C677T sur la disponibilité
cellulaire de thymidilate puisse réduire les coupures dans les chromosomes et I'intégration
d’ADN d’HBV dans le génome humain. L'intégration d'’ADN de I’HBV peut se produire
pendant la phase aiglie de I'hépatite mais le réle de cet événement dans les suites de I'infection
est inconnue (Bréchot et al., 1981 ; Yoffe et al., 1990). Cependant, l'association d'une
immunité humorale persistante avec le polymorphisme de MTR semble confirmer un lien
entre le statut de méthylation de I’ADN et I’immuno-conversion HBV.

Les causes infectieuses environnementales peuvent conférer un avantage sélectif ou exercer
une pression sélective sur la fréquence de l'allele T de MTHFR, en vue des différences
dramatiques observées en Afrique, dans les populations Afro-Américaines et en Chine
(Guéant et al., 2007). La basse fréquence de l'allele 677T dans les pays d’Afrique de I’ouest
pourrait laisser supposer que l'infection de HBV exerce une pression sélective sur la
fréquence de l'alléle 677T (Lee et al., 1997 ; Ayoola et al., 1988 Thrusz et al., 1995). Nos
données suggerent que cette hypothése est peu probable, au regard de I'association de 677T
avec l'infection transitoire d’HBV et la persistance des anticorps anti-HBs.

En conclusion, notre étude a démontré de maniere originale une association entre le
polymorphisme de MTHFR et HBV chez les adultes africains. Ces résultats devraient étre
confirmés dans d'autres groupes ethniques mais également pendant l'infection aigué de HBV
et suggérent d’évaluer les mécanismes d'interaction entre le polymorphisme MTHFR, la

vitamine B12 et les folates et I'infection.

204



Publication E

205



Journal of

Hepatology

Jowrnal of Hepatology 48 (2008) 532-539

www s vier comloc abef jlep

Methylenetetrahydrotfolate reductase 677 T allele protects
against persistent HBV infection in West Africa ™

Jean-Pierre Bronowicki™*, Idrissia Abdelmouttaleb', Laurent I"ey‘ﬁn-ﬂimuletl'z,
Véronique Venard®, Hacéne Khiri*, Nicodeme Chabi®, Emile K. Amouzou®,
Hélene Barraud ', Philippe Halfon®, Ambaliou Sanni’, Marc-André Higardl'z,
Alain Le Faou®, Jean-Louis Guéant™*

insere U724, Cellwdar and Molecular Pathology in Nutrition, Faculté de Médecine, University Henri Poincaré of Nancy, Vasdosswre les Naney, Franee
*Service dhépata-paviroent érologie, Centre Hospitalier Universitaire de Naney, France
1 Labarataire de Vicologie, Centre Hospitalier Universitaire de Naney, Franes
A Laboratoire Alphabio, Marseille, France
| Laharatsive de Rochimie o de Binkyrie maleculaire, Cotonos, Benin
“Labaraioire de binchine of sirition, Lo T gy

Backgroundfdims: Homocvsieine metabolism is linked to DNA methvlation, a mechanism potentially involved in the
course of bhepatitis B virus (HBV) infection. We evaluated the association of determinants of homocysieine me tabolism
with the outcome of HBY infection.

Methods: Four hundred and fiftvdive healthy adulis from Togo and Benin were tested for HBY serologic markers, HLA
DR alleles, folate, vitamin B12, methyleneterrahvdrofolate reductase (MTHFR) 677 C—T, 1298 A—C and methion ne
svathase 275 A—G polvmorphisms.

Resulis: Seventv-cight percent of the stwudy population was anti-HBe positive. Among them, 202 (56.9%) were anti-HBs
positive and 58 (16.3%:) were HBsAg positive. After stepwise logistic regression, the MTHFR 77 T allele was indepen-
dently associated with persistence of detectable anti-HBs antibodies (OR: 2.47; 95% CL 1L29-4.71; p = 0.006). The mean
HBY DNA level was significantd v lower in HBsA ¢ positive subjects carrving the 677 T allele than in those with the 677 CC
genotvpe (100 £ 1406 vs, 2400000 £ 214,000 copiesdnl, p = 0,005). Beninese origin and HLA-DRB1*09 allele were the
other determinants independenty associated with favorable outcome of HBY infection.

Conclusions: The methyvlenetetrahvdrofolate reductase 677 T allele seems to protect against chronic HBY infection in
voung African adulis.
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Chronic hepatitis B infection is a major health prob-
lem, with approximately 350 million virws carriers world-
wide [1] In Africa, about -6 of children and
10 of adults have been infected with the hepatitis
Bwirus (HBV)[2,3]. In some cases the virus is nol cleared
and persistent HBV inlecion predisposes patients o
chronic liver disease and hepatocellular carcinoma [1].
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Since the development of chronic hepatits B may be depen-
dent on host factors, it 5 more conumon n children —
especially newborns — than in adulis, in men than in
women, and in immunosuppressed individuals than in
immunoecompetent subjecis [4.5] Several siudies have
tried e find a link between genetic polymorphisms and
the outcome of HBY infection. Human leukocvie anti-
gei (HLA) [3,6-9], tumor necrosis factor 2 [10], mannose
binding protein [11-13] and the vitamin I receptor [14]
have been examined as potental genes that mav play a
role in HBY pathopgenesis. So far, the only reproducible
association between host genetics and HBVY infection
imvolves HLA class 1T alleles and particularly the DR
alleles [13]. MNutrigenetic interactions between folaie
and vitamin B12 states and one-carbon metabolism
may influence the outcome of HBVY infection, particu-
larly wia viral inactivation by DNA methvlation [16]
The svathesis of S-adenosvimethionine, the DNA methvl
domor, 15 dependent on  homocoysteine and  folate
metabolism. In mammalian cells, methvlenetetrahvdrof-
olate reductase (MTHFR) is a [olate metabolizing
enzvime that converts 5-10 methvlenetetrahyvdrofiolate to
Samethyl-tettahvdrololate, Methionine sviathase (MTR)
catalvzes the svnthesis of methionine, the precursor of
S-mlenosvimethionine. Alierations in folate metabolism
may result in deficient DNA methylation and depletion
in nucleotide precursors necessary for de povo DNA svn-
thesis [16,17] (Fig. 1). The 677 C=T polyvmorphism of
MTHFR gene decreases 4-Told the catalviic rate of the
enzvine, leading o moderate hvperhomocvsieinemia
whenassociated with low plasma folates [ 18,19]. The sec-
oitd polvimoerphisim of the MTHFR gene, 1298 A—(C,
also leads w reduced ensyme activity in 677 T allele
carriers [20]. In addition, a 2756 A—G polvmor phism
it the MTE gene seems 1o be associated with homocys-
teine [21].

The aim of our study was o assess the interaction
between the nutritonal (vitamin Bl2 and folate) and
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Fig. 1. One-carbon metabolisn pathways of DNA synthesis and meethy lation.,
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genetc determinants (polvmorphisms of MTHFR and
MTR) of homocysteine and replication and the outcome
of hepattis B in 455 voung African adulis from two
West Alrican countries, Togo and Benin.

2. Methods

2.1, Snely population

The atwdy suljects wene healthy African adohs recuited in Coto-
now (Benin) and in Lomd (Togo) alter their infommed consent was
oblained. The Loca Ethies Committes approved the study protocoel.
Fasting venous blood was collocted in EDVTA-contaning tules. Ali-
quirts wene dmmediately  centrifluged and plasma was stoned at
=30 until analyds. Genomic DNA was jsolated from blood by
codl wang the Qiagen kit, according to the manulaciurer’s recommen-
dations ((Hagen-France, Cowrtaboeul, Framoe) and stoned at —30°C
lor genetic analyses.

220 Determiination of plasmia folate, vitanin BI2 and
hormoc vEteine

Plasma vitamin B12 and Telate concentrations were sssayed by the
immuncasay kit “VHB12 and folates” on an ACE 180 automated
chemiluminescent syatem (Chiron Diagmostics Corporation, East Wal-
pole, MA, USA ) Plama tolal homaosysteins (1-Heys) comoen b tions
wene determined Iy Abboil Fluorseonce Pelarteation Drmunoasiay
technodogy (Abbotl Laboratories Diagnostics Dividon, Abboll Park-
IL, USA).

23 MTHFR Co77T, MTHFR AI208C, MTR A275%G
and HELA-DRBI penotyping

The genotyping procedures to detect MTHFR C8771, MTHFR
ALZWC and MTE AZIS60G have boon proviously descriled and
wied Hinfl, FredHI and Haelll encymes, nespoctively, for mestriction
sites [18,20,21] HLA-DRB] DMNA typing was performed in suljocts
who bested podtive Tor HBY serologe markers. It was perfoomed by
pialasii by ‘:lr JL:."JI:id.del.iinL Wlul. :ﬂ{qu&'ll.\.'&".‘irh\j.rh_' ‘:IHS.‘:QLU.\_'k":ILid&'
probes, alter amplification of the second exon of the DREB] gene
using the Innolipa HLA genotyping test (Abbotl, France and Innoe-
genclics, (ihent, Belgium) Only 182 suljects could be bested To
HLA-LRE].

Drietary

Abbreviativn: MTHEFR, methyleneietrahydrololate reductase; MTH,

meethiomine synthass; THE, tetrahydrololate. | This ligure appears in colowr on the web.|
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2.4, HBV serologic testing and FHBV-DNA guantification

The blood of each vohombeer was tested Tor 1g0s antibodies against the
HHBY core antigen {anti-HBc). ALl anti-H B pos tive sulsjocts wens tesbod
lor HBY swrface antigen (HHBsAg) and for the antibody to HEV sulfacs
antigen {anti-HHa ). Serological testing Tor HBaAg, anti-HHs and anti-
H B¢ antibodies was camied out by wsing commercial eneyme imim o -
says according to manulaetumers ingtructions (AXSYM HBs Ag V2,
AXEYM AUSARY, AXSEYM core™, Abbotl Labomtoris, Rungis,
France). For each anti- HHe postive anti-HBs negative sulyject, 2 quan-
titative HBY PO was carmied out using the Cobas amplicor HEYV Mon-
™ et according 1o the manuleciurers instrections  (Roche
Dagnostics, Meylan, France). T hesenativit vt reshold ofthis techmgque
i 200 n.'ﬁ:-]:ﬁrx.l'ml Individiuak wath “anti-HHBe alone™ were divided into
thios major catepories according to HBY infection stage [22 23]

2.5 Srnisvical analysis

The ¢ or Fisher's enact lests were wed 1o compare discrets vad-
albbes and alleks botweoon the two groups conddensd, while Wilcoxon's
rank sum bt was wsed Tor continwous variables. The level of dgnifl-
cano: was sl st 005 The mimmal dwe of ow population sample
wad eilimated at 100 patients with 2 study power 1 — £ =08 and
=005, aguming a2 L5Told dilference in the les lequent alleks
Betwoen controls and patients. A multivanate logistic mgresion mode|
wis weed to determing which variables pred icted the outcome of HEY
infection. Any factoms wsaally known to be cornelaid with the out-
come of HBY infection, ie gender, ape, HLA-DRBI*07, 09, 130
amd 1302 alleks [3,6-9,15] or witha p level <001 in the univariate anal-
s, were subsequently tested in the logitic regresion model | slepwise
selection). Continwous varzbles wene entesd into the model 25 covan-
abbks. Adjusted odds ratio (OR) and 959 confldence interval were
derived from the coslficient of the fnal multivanaie logistc model. Sia-
tistical analyas was porfommed uwsing SPES soltwan (SPSS 1001

3. Resulis
A0 Characteristics of the stwdy population

Four hundred and fiftv-five volunteers {263 males
and 192 females) were recruited. The mean ape was

Table 1

269 4+ 128 wears (range: 20-60 vears) with no differ-
ence between males and females (268 4 123 ws
27004 135, respectively, p=0922). Three hundred
and five subjects (67%) lhved in Bemn and 150
(33%) resided in Togo. Geographical origin, mean
blood folate level, witamin Bl2 and homocvsieine
and frequencies of the different MTHFR and MTR
penolvpes are presented in Table 1. More females
were recruited in Bemin than in Togo (468% wa
3%, respectively, p= 0.007).

Plasma Folate was lower than 7 amol/L (threshold For
deficient status) and plasma -Hevs exceeded the 15 pmol/L
threshold value of moderate hvperhomocvsizinemia [19]
in 27. 7% and 56.2% of the whole population, respectivelv,
while only 3. 2% had a vitanin B12 level lower than the
150 prool/L threshold value defined for vitamin B12 defi-
ciency [19,24]. Homocvsteine levels were lower in females
than in males (158 vs. 218 pmol/L, p< 0.001), while
folate and wvitamin BI12 were higher (137 £ 129 ws
934+ 50amolfL, p<0001 and 6214227 ws
463 4 235 pmol/L, p = 0.003, respectivelv), Homocvsie-
ine levels were | B-fold higherin allele 677 T carriers, com-
pared to subjects with the 677 CC wild genotvpe, with
respective values of 159 and 28.7 pmol/L (p < 0.001),
while vitamin BIL2 and Folate levels were nol statistcally
different. Gender did not influence genotyvpe distribution.
In particular, the allele T of MTHFR Ca77T was reported
in 18.2% and 18.3% of females and males, respectively
[p = 0.995),

Thiee hundred and fiftv-five (78%) volunteers tested
positive for HBe antibodies, with no gender difference
(p=0272). The frequency of the CT+ TT genotvpes
of MTHFR C677T was slightly higher in the anti-HBc
negative subjects, There were no statistically significant
differences in other biological and genetic characteristics

Demsographic choracteristics, msean blood Tolate, vitamin B12 and bomsocysieine level and frequencies of the dilferent genotypes of methy et rahy drofolate
reductase (MTHER ) and me thionine sy base (MTH) in the general study population and acoording to the status of the HEY core antibody {anti-HB«c)

All subjects o =455 Anti-HBe negative sulyjects n = 100 Anti-HBe podtive suljocts n= 355 s
Age (years) 69+ 128 2724135 268126 piE!
Pk (% 63 (578) 53 (55.0) 210 {59.3) P
Chrigin:

Bemin (%) 5 (67.0) 75 {75) 230 (64.5)

Topo (%) 150 {33.0) 25 (25) 125 (353 s
Folate {nmaolfL) 1085 +9.14 1025 £ 863 10097 + 9.2 ns
Vitamin B12 {pmaol/L) 556 + 441 G185+ 502 532 + 404 fits
Homocysbene {wmael /L) 1781 +147 1810 +20.3 17.55 + 14 52 s
MTHFR CaTT

CC (% 372 (R1E) T7(TM 295 (B3.1)

CT +TT (%) H3 {183 23 (13.0) &l {16.9) L3
MTHFRE A1298C

AA N 38 (W) 76 (76.0) 242 (682

ACHOC (%) 137 {3040 24 {24.0) 113 (318 s
MTE AZIS80G

AA N 253 (55.8) & &0y 193 (54.4)

AGH GG (%) 22 (44.4) 40 (404) 162 (45.6) 1

? Comparion of anti-HBe megative va. anti-HHe positive suljects.
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between anti-HBe positive and anti-HBc negative sub-
jects (Table 1).

3.2 Anti-H Be positive subjects

Among the 3535 anti-HBc positive volunteers, 202
(56.9%) were anli-HBs positive and 58 (16.3%) were
HBsAg posiive while 96 ant-HBc positive subjects
(27.0%) tested negauve for HBsAg and ann-HBs
antibodies,

We performed two analvses to determine the influ-
ence of host factors on the outcome of HBY infection.
First, we compared the anti-HBs positive individuals
to the HBs antigen positive individuals, In univariate
analvsis, female pender, Beninese origin, and the minor
alleles of MTHFR C677T, MTHFR Al298C and MTR
A27560 polvmorphisms were significantly more fre-
quent in the anu-HEBEs positive subjects with the presence
of anti-HBs (Table 2). There was no sigmficant differ-

Tahlle 2
Comparison between HBs antigen pasitive and anti-HBs pasitive subjects

535

ence between the two groups when the distributions of
HLA-DRBI alleles were considered (Table 2). Gender,
ape, peopraphical origin, MTHFR C677T polvinoe-
phism and distributions of HLA-DRBEL®=07, 09, 1301
amd 1302 were analvzed as predictors of anu-HBs sero-
conversion in a logistic regression analvsis, Aller step-
wise lomstic regression, the presence of the minor
allele of either MTHFR C677T or MTR A27560 poly-
morphisms was independendy associated with the pres-
ence of anti-HBs antibodies, whereas Togolese origin
was associated with the persistence of HBY inlection
(Table 2). Gender was not considerad as a sigmficant
determinant in the multivariate analysis and it had no
influence on these associations when the analvsis was
stratified on it. However, this first analvsis was limited
by the madeguate size of the HBs positive antigen
group.,

We therefore performed a second analvsis in which
the anti-HBs positive subjects were compared with all

Univariabe analysis

Logistic regresdon analysis

HBaAg | suljocts n = 58 (22.34)  Anti-HBs | suljects n =202 (777%)  p OF (95 CI) o
Sex — MYF 418 1192 051
A i yeai) 4.9+ 10.0 Ml +134 iis
Chigin
Taosgay 3 (58.48) 53 {28.3) 024 (013045 <0000
Henin 24 (41.4) 149 {T3.8) <000 1
Vitamin B12 {pmaold) S84 + 352 S07 + 300 it
Folate i:lum:-|.l'|_:l 1.0+ 171 16+ 84 it
Homocysteine (umolf/L) 16,24+ 12.0 181+ 153 it
MTHFR C877T
oC 53 (91.4) 158 (78.2) 1
CT+TT 5 {fa) 44217 0023 289 (10679) 0037
MTHFR A128C
AA 45 (79.3) 130 (8d.4)
ACHOC 12 (20.7) T2 {35.4) 0038
MTR A2750G
AA 30 (67.2) 10 {50y 1
AG GG 19 (32.8) 1 (S 0025 218 (115415 0.7
DR BRI
[ 3(8) 1012y i
[1E} 15 (4 (26 it
4 308 11} 0045
a7 5{13) 12{14) s
0 10 {28y 15 {17 i
09 2(5 15(17) 091
10 2 i5) 45} it
11 10 {28y 19 {23y i
12 103 5(6) it
13 15 (39 35 (41) fit
131 6 (16) (26 14
1302 [ ijﬁ} n I:Eﬁ} fits
14 103 3i4) s
15 8 i!]_:l M i.'ifl_:l it
14 il 2(5 s

The 95 subjects with “anti-HBe alone™ were excluded from this analyis. Gender, ape, geograplical origin and either MTHFR C&7T o0 MTR
A2T5680 polymorph o were retaned a8 predictons of anti-HHBs seroconversion in the logihc regisaon analysis.
* HLA-DREB] could be determined in 124 of the sulbjocts inG luded in this analyss.
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the other subjects who were anti-HBc positive anu-HEBs
negative, The aim was o determine the factors linked to
a persistent detectable humoral mmune response o
HBV infection. The sample size of the two groups was
consistent with the estimated size for a studv power
| = f=08and == 005 In univariate analvsis, Emale
gender, geographical origin, the presence of a T allele
at position 677 of the MTHFR gene, the presence of
HLA-DRBEI*09 and the absence of HLA-DREI®0E
were significantly associated with the presence ol anti-
HBs (Table 3). Afier siepwise logistic regression, the
presence of a T allele at position 677 of the MTHFR
gene, peographical origin and the HLA-DREBE] *(2 allele
were independently associated with the presence ol anti-
HBs antibodies.

The mean HEV DNA level in HEsAg positve sub-
jects with the 677 T allele of the MTHFR gene was sig-
nificantly lower than in those with the 677 CC genotype
(1000 £+ 1406 copies/ml vs, 2,400,000 4 214,000 copies/'mi,

Tablk 3
Comparison betwesn anti-HHs positive and anti-HBs negative saibjects

p=0.003), On the other hand, HEV DNA levels did not
seem o be influenced by MTR genotvpe.

In addition, the 2 subjects with a mutation at position
677 of the MTHFR gene who were HBs antigen-posi tive
had no detectable blood HBYV DNA, whereas the mean
HEV DNA level was 2,800,000 copies/ml in subjects
with the CC penotvpe (p = 0023).

4. Discussion

In this study 78% of the population was positive for
anti-HBc antibodies, thus confirming the high preva-
lence of HBVY serologic markers in voung African adults
[2,3]. Among them, 57 recovered from HBV infection
(anu-HEs positive), 16% were chronicallv infected (HEs
antigen positive ) amd 27 were more difficult 1o classily
because they were only positive for anti-H Be antibodies,
Our data confirm the extreme heterogenaity of the “HE:

Univariabe analysis

Lasgistic regression analysi

Anti-HHs — subjects m= 153 (43.1%)  Anti-HHs + subjects o =202 (46.94) p

OR (9% (1) o
Bew — MUF 10453 1102 M3
Age (year) nNE+L11.5 281 +13.4 s
Chrigin
Togo T2 {47.1) 53(332) 43 (027-0.458) 00003
Benin Bl {529y 149 (T3.8) <0001 1
Vitamin H12 i]'nru:-|.l'|_:l 34328 ST 4+ 3 it
Folate {nmolfl) 112+ 169 16+ 584 it
Homocwbene (umael/L) 172+ 15.0 181 +£153 it
MTHFR CaTT
CC 137 (®0.8) 158 (TR.2) 1
CT+TT 16 (10L5) 44 (21.8) (G 247 {129-471) L
MTHFRE Al290C
Ah 1212y 130 {54.3)
ACHQC 41 (26.8) T2(35.7) s
MTE AXIS80G
AA 92 {6iL1) 101 (50.0)
AGH GG A1 {39.9) 10 {5y 0067
DRH"
i aia 10 {12) 1
ik 38 i 23 (3a) (05%
04 T 1i1) TS
a7 13 {13) 12 {14) fit
08 2% (29 15(17) 008
09 55 15(17) 0004 L8 (00930835 0023
14 aidy 4(5) s
11 25 (25) 19{12) 14
12 1 ij} 5 iﬁ_:l it
13 42 (44) 35 (41) 1
13 21 (23 23 (%) 14
1502 2 (23 22 (%) 15
14 1 []_:l 3 ()] it
15 iy k] 26 (30) it
14 101y 2(2) i

e TN 5\::-5_|up]|.ia:..1] i:-l:i.g:i:u.. MTHFR CH77T and MTE A27560 ]'x:-|_l.l:|m:-|p]|.i:ﬂn:i. and the dstribubions of HLA-LDRE]SE, 04, 07, 88, (9, 13501
and 1302 were analyoed as predictors of anti-HBs seroconverdon in 2 mullivariate logistic egrssion analyas,

* HLA-DE B1 could b determmined in 182 of the subjects includ od in this analysi.
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alone’” group [22]. Therefore we performed two analv-
ses, First, we compared only anti-HBs positive and
HBsAg positive subjects. Secoid, we compared the
anti-HBs positive subjects to all the anti-HBc positive
and ant-HBs negative subjects, i order to determing
the factors linked to the persisience of a long-term
humoral immune response,

Beninese origin was independentdy associated with a
favorable outcome in both analyvses, a finding for which
we have no clear explanation. There were significanitly
more females among Beminese subjects and previous
studies have shown that female gender is an independent
predictive factor of favorable outcome in HBY infection
4.5]. In our studv, a link between female pender and
favorable outcome was onlv found in univariate analv-
se5. In the multvariate analvsis, it was not considered
as an independent determinant.

The high frequency of chronic HEVY infction in Togo
might be due to the fact that the traditional practice of
scarification is probably more prevalent in very voung
children in this countrv. Previous studies have shown
that the risk of persistent HBY infection in children is
mversely proporuonal to the age of contaminaton [3,4].

Our studvy evidenced an association between the pres-
ence of a T allele at position 677 of the MTHFR gene
and a Bvorable outcome of HBY infection, whatever
the tvpe of analvais, As reported in other studies per-
formed on  black  Africans and  Afro-Americans
18, 19,25.26], the TT genotvpe was extremely rare (1%:)
and the prevalence of the CT genotvpe was only 15%.
Therefore, the TT and CT genotyvpes were analvzed
together and compared o the CC penotvpe. The
MTHFRE C677T polvmorphism influences DINA meth-
viation status through an interaction with folate status
[27]. One function widely ascribed to DNA methylation
i5 that of a genome defense mechanism against foreign
invaders such as transposable elements and proviral
DNA [16] Alternatively, it has been shown that the
methvlation of Epstein Barr virws provical DN A, which
retains the abilitv to be reactivated, allows the virus to
survive by escaping immune survelllance [28]. Thus,
the hyvpermethylation of HBV DNA, which 15 theoreti-
callv higher in CC than in TT and CT genotvpes, might
favor the persistence of infection. Prospective analvses
of wiral levels and mmune responses of chimpanzess
with acute hepatitis B show that clearance of HBV is
the result of both non-specific and specific mmunity
12930, Evolution to chronic hepatitis appears o be
caused by a failure of prompt and vigorous immune
responses to HBVY antipens [31]. The impact of MTHFR
Ce7TT  polvimorphism  on immune  functions 18
unknown. Folate deficiency mav lead to adverse effects
on immune functions, including suppressed humoral
mumunity  and  impaired cell-mediated  cviotoxicity
(32,33, Howewver, we did not find anv correlation
between blood folate levels and cutcome of HBY infec-

tion. In fact, the current dosage mav not be correlated
with the folate level at the time of acute infection, which
occurs mostly during childhood in Afeica [3].

We alreadv observed a high prevalence of folate defi-
ciency in the populaton of West Afnica [18,19] Under
these conditions, folate deficiency leads to a decreased
conversion of deoxvarndilate to thvmidilate, DNA mis-
incorporation of uracil and subsequent transient sin-
gle-strand breaks [3M,35] and expression of fragile sies
in chromosomes, It was shown that human papill omavi-
rus tends o integrate in fragile sites that mav be folate-
dependent [36]. The favorable effect of MTHFR Ca77T
polvmorphism on thymidilate cellular availability might
reduce the fragile sites in chromosomes and therefore
HBEV DNA integration in the human genome. HBV
DNA integration is known o occur during acute hepa-
titis B but the role of this event in the outcome of infec-
tion remains unknown [37,38].

We have alreadv evaluated the influence of the 677 T
allele in population studies performed in the same
fepions of Benin and Togo as in the present study, We
found the lowest worldwide freqguency of the 677 T allele
in these countries and showed that the polvmorphism
had a dramatic influence on plasma homocvsieine levels
[18,19]. Similarlv, we observed high homocvsteine levels
and a high frequency of the MTHFER 677 T allele in our
study population compared with European populations
(18] Environmental factors might confer a selective
advantage or exert a selective pressure on the frequency
ofthe MTHFR 677 T allele, with regard o the dramatic
differences observed between African and the Afro-
American populations [39] It could be therefore hvpoth-
esizad that HBY infection exerts a selective pressure on
the 677 T allele [requency, in view of the high prevalence
of HBV in these countries [ 1-3]. Nevertheless, our data
sugpest that this hyvpothesis is unlikely, given the associ-
ation of 677 T with HBY wansient infecion and the
persistence of detectable anti-HBs antibodies,

A larpe number of population studies worldwide have
found an association between HLA-DREEB alleles and
diseases related with mmmune disorders, including auto-
immunity and 1gE production [40,41] An association
has also been found with digestive and liver diseases,
including inflammatory bowel diseases and chronic pan-
creattis (42,43 HLA-DERE influences the tvpe of liver
injury in drog-induced idicsvneratic liver disease [44]
amd also seems associated with the response o inter-
feron therapy in patients with chronic hepatitis C and
B [4546]. In our stuwdy population, HLA-DRBI®0S
wis independently associated with persistent infection
in the analvsis in which the HBEc alone subjects were
classified according to the results of HBY DNA. On
the other hand, the presence of the DREBI*09 allele
seemed o be associated with the persistence of anti-
HBEs antibodies, in contrast to previous results in a Kor-
ean studv in which HLA-DRE? was significandy more
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frequent in HBsAg positive patients compared to anti-
HEBEs positive subjects [9]. We did not find an indepen-
dent association between HLA-DREBI®1I302 and the
outcome of HBV infection [3.7]. Even when subjecis
with HBc alone were considerad a8 having transient
infection, HLA-DREBEL* 1302 was not sigmficantly asso-
clated with favorable outcome (16% in HBsAg positive
subjects vs, 26% in anti-HBs positive + HBc alone sub-
jects, ns) (data not shown ). In view of the heterogeneity
of HB¢ status, the most pertinent conclusions are prob-
ably given by the swudies in which anti-HBc alone sub-
Jjects were excluded from the analvsis [6-9].

In conclusion, this study is the first to demonstrate an
association between MTHFR polvmorphism and HBY
outcome in Alrican adulis. These resulis now reguire
comfirmation in other ethnic populations and during
HBV acute infection in order to assess the interaction
berwesn MTHFR polvmorphism and the outcome of
iftfection.
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4. Déterminants nutritionnels et génétiques du métabolime des
monocarbones : association avec la gravité du paludisme en afrique de

I’Ouest.
4.1. Résultats

4.1.1. Caractéristiques de la population étudiée selon le sexe

La population étudiée comportait principalement des enfants, avec un sexe ratio équilibré,
correspondant effectivement a 238 filles et 255 garcons. L’age maximum de la population est
de 24 ans, car il existe quelques adultes jeunes, notamment des femmes, ce qui explique la
différence de poids en fonction du sexe (17,0 Kg pour les filles et 13,5Kg pour les garcons
avec p= 0,0005). Il existe également une différence liee au sexe pour I’ALAT et pour I’acide
méthylmalonique respectiement (14UI/L chez les filles contre 17UI/L avec les gargons et une
valeur de p=0,0025) pour I’ALAT et (2,2 umol/l chez les filles contre 2,3 pumol/L pour les
garcons et p= 0,0034) en ce qui est de I’acide méthylmalonique dont les valeurs sont

exprirmées en log10 (Tableau 6).

Tableau 6. Descriptif genéral des déterminants du paludisme en fonction du sexe.

Filles (n=238) Garcons (n = 255)
Médiane Médiane
(25°™ — 75°™ percentile)  (25°™ — 75°™ percentile) D
Age (mois) 84,0 (27,0 — 288,0) 42,0 (24,0 - 129,0) 0,0005
Poids (Kg) 17,0 (10,0 - 52,0) 13,5 (10 - 25,5) 0,0208
Parasitémie (parasites/uL) 24000,0 (4352,0-101230,0) 29365,0 (3846,0 -135170,0) 0,6803
Hémoglobine (g/dL) 8,3 (5,6 -10,2) 7,5(5,8-9,9) 0,5435
ALAT (UI/L) 14,0 (9,0 - 20,8) 17,0 (11,0- 27,0) 0,0025
Homocystéine (umol/L) 11,2 (7,7 - 15,8) 12,1 (8,0 - 16,6) 0,1189
Folates (nmol/L) 11,8 (6,0 - 30,2) 14,1 (6,8 - 31,0) 0,2494
Vitamine B12 (pmol/L)  372,5 (252,0 — 525,0) 344,5 (219,0 - 560,5) 0, 4036
Holo-TC (pmol/L) 59,2 (37,8- 95,8) 55,0 (37,1 - 105,4) 0,5611
SOD (Ul/mL) 310,0 (250,0 -357,5) 306,0 (238,0 - 355,0) 0,7152
GSH-Px (Ul/mL) 900,0 (425,0 — 1590,7) 933,0 (699,8 — 1266,0) 0,1017
AMM? (umol/L) 2,2(2,0-24) 2,3(2,1-2,6) 0,0034

% Valeur transformée en log10 ; ALAT : transaminase GTP ; Holo-TC : Holo-Transcobalamine ; SOD :
superoxyde dismutase ; GSH-Px : Glutathion peroxydase ; AMM : acide méthylmalonique.

Le tabbeau montre une différence significative liée au sexe pour la concentration en ALAT et AMM (Alat 17
UI/L chez les gargons contre 14UI/L chez les filles, p=0,0025 ; AMM 2,3 umol/L pour les garcons et 2,2 umol/L
pour les filles, p=0,0034).
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4.1.2. Déterminants cliniques et biologiques par gravité du paludisme

Nous avons pris en compte dans notre étude I’ensemble des parametres cliniques et
biologiques retenus dans les criteres de gravité du paludisme selon I’OMS. La classification
en forme simple et forme grave repose sur les criteres OMS de 2003. La comparaison des
deux groupes confirme des données bien établies dans la littérature. Les formes graves sont
plus fréquentes chez les enfants les plus jeunes (30 mois dans les formes graves contre 168
mois dans les formes simples, p<0,0001). Il y a également une différence importante de la
concentration en hémoglobine (6,3 g/dL dans les formes graves contre 10,2 g/dL pour les

formes simples, p<0,0001) (Tableau 7).

Tableau 7. Déterminants cliniques et biologiques par gravité du paludisme, selon
I’organisation mondiale pour la santé (OMS) (Imbert et al., Bull Soc Pathol Exot, 2003).

Variable Simple (238) Grave (255)
~ Médiane ~ Médiane
(25°™ — 75°™ percentile)  (25°™ — 75°™ percentile) p

Age (mois) 168,0 (63,0 - 336,0) 30,0 (18,0- 72,0) <0,0001

Poids (KQg) 35,0 (15,0- 59,0) 12,0 (10,0- 16,0) <0,0001
Parasitémie® (parasites/uL) 4,0 (3,0 - 4,6) 49 (4,2-5,4) <0,0001

BIOLOGIE

Hémaoglobine (g/dL) 10,2 (8,7-11,4) 6,3 (5,0 - 8,0) <0,0001
ALAT (UI/L) 13,0 (9,0 - 19,0) 19,0 (11,8 — 29,0) <0,0001
Homocystéine (umol/L) 12,9 (9,0-17,2) 10,1 (6,7-14,2) <0,0001
Folates (nmol/L) 8,9 (4,7 -18,9) 20,9 (9,8 -42,7) <0,0001
Vitamine B12 (pmol/L) 359,0 (252,0 - 510,2) 363,0 (200,5 - 611,0) 0,7563

Holo-TC (pmol/L) 59,4 (36,8 - 86,2) 53,2 (34,6 - 109,4) 0,9284

AMM (umol/L) 175,2 (117,9- 258,6) 194,0 (119,6- 325,4) 0,4117

GSH-Px (UI/L GR) 950,0 (766,0 —1599,0)  916,5 (400,0 — 1233,0) 0,1663

SOD (Ul/mL GR) 306,0 (239,3-351,0) 315,0 (244,0 - 367,8) 0,4959

% valeur transformée en logl0, ALAT : transaminase GTP; Holo-TC: Holo-Transcobalamine ; SOD :
superoxyde dismutase; GR: globules rouges; GSH-Px: Glutathion peroxydase; AMM: acide
méthylmalonique.
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On remarque une associaton trés significative des folates et de I’Hcy avec la gravité du
paludisme p<0,0001. On voit ici que la concentration en folates est proportionnelle a la
gravité du paludisme. Cela montre que les folates sont un facteur déterminant de la gravité du

paludisme.

Concernant les critéres biologiques liés au métabolisme de I’homocystéine, on peut noter une
concentration plus élevée en vitamine B12 et en folates dans les formes graves respectivement
(363 pmol/L pour la forme grave contre 359 pmol/L pour celle simple en vitamine B12, et
20,9 nmol/L dans les formes graves contre 8,9 nmol/L dans les formes simples pour les
folates), qui explique probablement la concentration plus faible en homocystéine (10,1 umo/L
dans les formes graves contre 12,9 umol/L pour les formes simples) (Tableau 2).

Il N’y a pas de carence en folates et pas d’anomalie de la reméthylation de I’homocystéine
puisque I’homocystéine est plus basse dans les formes graves. Par contre et paradoxalement, il
existe une concentration plus faible en holo TC (53,2 pmol/L dans les formes graves contre
59,4 pmol/L pour les formes simples, p=0,9284); et plus élevée en acide méthylmalonique
(194 pmol/L dans les formes graves contre 175,2 umol/L pour les formes simples, p=
0,4117), a la limite de la significativité (Tableau 6). Ceci suggere que les conséquences
intracellulaires de la diminution de la biodisponibilité en vitamine B12 portent plut6t sur son

métabolisme mitochondrial que sur son métabolisme cytoplasmique.

4.1.3. Quels sont les principaux parameétres de gravité en association avec I’age et le sexe
chez le paludéen ?

L’analyse multivariée, en reprenant en compte I’age et le sexe en fonction des différences

observées en analyse univariée retrouve comme parametres principaux d’association au

paludisme grave le poids, la parasitémie et les folates avec des valeurs de p respectives

p<0,0001; p =0,0002 et p<0,0001 (Tableau 8).
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Tableau 8. Déterminants cliniques et biologiques du paludisme grave en analyse

multivariée.
Coefficient Intervalle de

Variable de régression Erreur standard  confiance a 95% p
Age (mois) 0,0010 0,0010 1,0 (0,9-1,0) 0,3065
Sexe (masculin) -0,2980 0,2410 0,7 (0,5-1,2) 0,2166
Poids (Kg) -0,0580 0,0110 0,9 (0,9-1,0) <0,0001
Parasitémie® (parasites/uL) 0,1370 0,0360 1,1(1,1-1,2) 0,0002
Folates® (nmol/L) 1,2950 0,3190 3,6 (1,9-6,8) <0,0001

a . R . - T
valeur transformée en log 10. Apres ajustement sur le sexe en analyse multivariée I’on remarque que ce sont
les enfants de sexe masculin qui sont les plus touchés par le paludisme grave.

Les déterminants de la parasitémie sont I’hémoglobine, I’homocystéine dans les formes

graves et I’homocystéine et les folates dans les formes simples (Tableau 9). Au total ces

résultats suggérent qu’il existe une diminution de la biodisponibilité cellulaire en vitamine

B12 qui se traduit par une élévation modérée en acide méthylmalonique.

Tableau 9. Déterminants de la parasitémie en analyse multivariée selon la gravité du

paludisme
Simple Grave
Variable Coefficient  Erreur Coefficient  Erreur
de standard p de standard P
regression regression
Hémoglobine? (g/dL) 0,7670 0,1960 0,0002 0,1290 0,1310 0,3265
Folates® (nmol/L) -0,1500 0,0400 0,0022 -0,0930 0,0350  0,0093
Holo-TC? (pmol/L) -0,0510 0,0510 0,3228 -0,0020 0,0380  0,9665

a . .
valeur transformée en log10, Holo-TC Holo-transcobalamine.

4.1.4. Existe —t-il une association des polymorphismes du métabolisme de I’homocystéine

avec les formes de paludisme ?

L’analyse de I’association des polymorphismes du métabolisme de I’homocystéine avec les

formes graves de paludisme ne retrouve pas de différence, tant au niveau des génotypes que

des alléles pour MTHFR, MTR, et MTRR. Par contre, I’alléle G du polymorphisme TCN 776

C>G est plus fréquent dans les formes graves (Tableau 10).
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Tableau 10. Distribution génotypique et allélique des polymorphismes du métabolisme de
I’homocystéine en fonction de la gravité du paludisme.

Forme de Paludisme

Simple (238) Grave (255) p
Polymorphisme n (%) n (%)
MTHR 677 C>T N=470
cc 197 (86,8%) 210 (85,0%)
cT 29 (12,8%) 35 (14,2%)
T 1 (0,4%) 2 (0,8%) 0,7914
Allgle C 423 (93,2%) 455 (92,1%)
Allgle T 31 (6,8%) 39 (7,9%) 0,5305
MTHFR 1298 A>C N =470
AA 166 (74,4%) 170 (68,9%)
AC 49 (22,0 %) 67 (27,1%)
cc 8 (3,6%) 10 (4,0%) 0,3981
Alléle A 381 (85,4%) 407 (82,4%)
Alléle C 65 (14,6%) 87 (17,6%) 0,2066
MTR 2756 A>G N=467
AA 117 (51,8%) 122 (50,6%)
AG 93 (41,1%) 93 (38,6%)
GG 16 (7,1%) 26 (10,8%) 0,3668
Allele A 327 (72,3%) 337 (70%)
Alléle G 125 (27,7%) 145 (30%) 0,4133
MTRR 66 A>G N =468
AA 128 (56,4%) 133 (55,2%)
AG 78 (34,4%) 89 (36,9%)
GG 21 (9,2%) 19 (7,9%) 0,7780
Alléle A 334 (73,6%) 335 (72,5%)
Allgle G 120 (26,4%) 127 (27,5%) 0,7184
TCN 776 C>G N=490
cc 189 (79,7%) 176 (69,6%)
CG 42 (17,8%) 64 (25,3%)
GG 6 (2,5%) 13 (5,1%) 0,0288
Alléle C 420 (88,6%) 416 (82,2%)
Allgle G 54 (11,4%) 90 (17,8%) 0,0047

Ce résultat est a rapprocher des paramétres métaboliques, qui montrent une concentration plus
faible en pourcentage de vitamine B12 liée a la TC, chez les porteurs de I’alléle G. Il n’existe
pas d’association entre I’acide méthylmalonique et ce polymorphisme, en prenant en compte
I’ensemble de la population. Par contre, on observe une concentration plus élevée de I’acide
méthylmalonique chez les porteurs du génotype GG en considérant les patients ayant une

concentration en vitamine B12 dans le quartile inférieur de la distribution (0 — 225 pmol/L)
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(Figurel4).
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Figure 14. Concentration en acide méthylmalonique en relation aux quartiles de
vitamine B12 et au polymorphisme de la TCN2. Le graphe montre que les porteurs du
génotype TCN 776 GG ont une concentration élevée en AMM pour une concentration basse
de vitamine B12.

Il existe également une association a la limite de la significativité pour la concentration en
holo-TC et la concentration en vitamine B12 en transformé logarithmique, en comparant le
génotype 776 GG au génotype 776 CC. Il existe également une association tres significative
entre I’allele G et I’hémoglobine. Ce résultat est a rapprocher de I’association qui existe entre

acide méthylmalonique et hémoglobine (Figures 15 et 16) et entre hémoglobine et

parasitémie.
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Figure 15. Association acide méthylmalonique (AMM) et hémoglobine.
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Figure 16. Association hémoglobine et parasitémie. Les figures 15 et 16 montrent
une association négative avec la concentration en hémoglobine et AMM et la parasitémie,
autrement dit quand la concentration en hémoglobine baisse celle de I’AMM ou la parasitémie
augmente et inversement.

Par contre, il n’existe pas d’association significative entre la concentration en acide
méthylmalonique et parasitémie. Ces résultats montrent donc que la biodisponibilité cellulaire

en vitamine B12 est un parametre critique déterminant la concentration en hémoglobine dans

les formes graves, mais qu’il n’est pas directement de lien avec ces formes graves.
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Ces résultats sont également en parfaite cohérence avec I’association qui existe entre les
porteurs de I’allele G et la concentration en hémoglobine d’une part, et I’association entre les
porteurs de I’allele G et les formes graves.

La parasitémie n’est pas associée au statut en vitamine B12, en particulier il n’y a pas de
corrélation avec la vitamine B12, I’holo-TC et I’acide méthylmalonique. Il existe par contre
une association tres significative de la parasitémie avec la concentration en folates dans les
formes simples, c'est-a-dire que les folates augmentent proportionnellement en fonction du
taux de parasitémie, et de maniére opposée I’homocystéine diminue proportionnellement au

taux de parasitémie dans les formes graves (Figures 17 et 18).
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Figure 17. Assocation parasitémie et folates dans les formes simples.
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Figure 18. Association parasitémie et concentration en homocystéine dans les formes graves.
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Il semble donc que les folates constituent un facteur de risque pour les formes graves, résultat
a rapprocher de ceux obtenus il y a deux ans dans une étude d’intervention qui montrait que la
supplémentation en folates, dans une population d’enfants de I’ Afrique de I’ouest, augmentait
I’évolution vers une forme grave de la maladie.

En conclusion, nous avons trouvé une association significative entre les déterminants
nutritionnels et génétiques du métabolisme des monocarbones et la gravité du paludisme, avec
une différence évidente dans les implications et roles respectifs de la vitamine B12 et des
folates. La diminution de la biodisponibilité cellulaire de la vitamine B12 qui est notamment
conditionnée par le polymorphisme génétique de la transcobalamine 2, est un élément
déterminant de la concentration en hémoglobine et donc de I’anémie. Par contre, les folates
semblent avoir un effet direct sur la parasitémie, mécanisme qui reste a déterminer. C’est ce
mécanisme qui explique la concentration en homocystéine plus faible dans les formes graves,
ce qui suggere que lI’augmentation de la reméthylation de I’homocystéine en méthionine
constitue un élément favorable au développement du parasite. Il est donc possible que la
vitamine B12 au niveau des cellules hétes du parasite, notamment au niveau de
I’érythropoiese soit utilisée de maniére préférentielle par la voie de réméthylation, qui est
augmentée et non diminuée malgré la diminution de la biodisponibilité en vitamine B12, dans
un contexte ou la concentration en folates est augmentée. Parallelement, cette utilisation
preférentielle produit probablement un déficit mitochondrial en vitamine B12, se traduisant
par une augmentation en acide méthylmalonique. C’est cette deuxieme voie métabolique de la

vitamine B12 qui semble impliquée dans I’association avec I’anémie des formes graves.
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5. Déterminants nutritionnels et génétiques du métabolime des

monocarbones : association avec I’obésité et le syndrome métabolique.

But de I’étude

L’hyperhomocystéinémie est un facteur de risque pour les maladies cardio-vasculaires. Le
risque de maladie cardiovasculaire est également associé avec les déterminants nutritionnels
de I’homocystéine, et notamment les folates et la vitamine B12 et les déterminants génétiques.
Parmi ceux-ci, MTHFR, MTR et MTRR ont fait I’objet de nombreuses études cas-témoins,
pour lesquels des résultats contradictoires ont été produits. Ceci suggere une influence
complexe mettant en jeu le statut nutritionnel et d’autres facteurs environnementaux. Les
mécanismes d’association de I’homocystéine avec les maladies cardiovasculaires sont
complexes et impliquent notamment la dysfonction endothéliale, avec une association avec
I’hypertension artérielle, mais aussi I’augmentation du risque thrombo-embolique et plus
récemment I’association a la fraction d’éjection systolique. L’homocystéine est également
associee dans plusieurs études cas-temoins avec la CRP, marqueur de I’inflammation, et avec
le cholestérol. Trés récemment, deux études menées a la fois sur les modéles animaux et sur
des groupes restreints de patients coronariens ont montré une association d’ApoA et des
HDLs avec I’homocystéine. Les deux études évoquent une inhibition de la synthése de
I’ApoA et une augmentation de la clairance des HDL chez des souris ayant respectivement
une invalidation pour le géne MTHFR et pour le géne CBS. Au total, il existe une association
de I’homocystéine, bien que de maniére inconstante, dans les études de population et les
modeles expérimentaux, avec plusieurs déterminants du syndrome métabolique, dont les
marqueurs lipidiques, I’inflammation et I’hypertension artérielle systolique. L’objet de notre
étude a donc été d’évaluer I’association de I’hnomocystéine et de ses déterminants nutritionnels

et génétiques avec les parameétres cliniques et biologiques du syndrome métabolique, en
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prenant comme critéres diagnostiques ceux de I’International Diabetes Federation (2005)
dans une population d’Afrique de I’ouest recrutée au Bénin, sur deux sites. Dans la mesure ou
nous avons observé dans la premiére phase de notre étude une différence tres
significativement supérieure de la prévalence du syndrome métabolique chez les femmes par
rapport aux hommes, nous avons complété cette étude par un recrutement supplémentaire de
femmes sur le marché Dantokpa a Cotonou. Au total, I’étude a donc été réalisée sur 927

volontaires dont 678 femmes.

5.1. Etude comparative du syndrome métabolique dans les populations enquétées

On observe une prévalence du syndrome métabolique tres significativement supérieure chez
les femmes (Tableau 11) avec une fréquence environ 3,5 fois supeérieure a celle observée chez
les hommes respectivement 26,9% contre 8,4%. La prévalence du syndrome métabolique
chez les femmes du marché Dantokpa est par ailleurs comparable a celle observée dans le
recrutement Cotonou phase 2 (25,9% vs 25,1%) et légérement inférieure a celle observée dans
le premier groupe recruté a Cotonou (38,2%) (Tableau 11). D’un point de vue socio-
économique, les deux populations sont différentes : les femmes du marché Dantokpa ont un
bon niveau socioéconomique et exerce une activité de commercante. L’autre population

recrutée a Cotonou est plus représentative de I’échantillon global de la population.
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Tableau 11. Fréquence du Syndrome Métabolique, selon la classification IDF
(Moebus et al., Cardiovascular Diabetology, 2007).
Syndrome Métabolique  Syndrome Métabolique Syndrome Métabolique
toute la population
(n=927) femmes (n= 678) hommes (n= 249)
oui non oui non oui non

Cotonou
phase 1 45 (4,8%) 133 (14,4%) 34 (38,2%) 55 (61,8%) 11(12,4%) 78 (87,6%)

Cotonou
phase 2 53 (5,7%) 273 (29,4%) 43 (25,9%) 123 (74,1%) 10 (6,2%) 150 (93,8%)

Dantokpa 106 (11,4%) 317 (34,2%) 106 (25,1%) 317 (74,9%)

Total 204 (22,0%) 723 (78,0%) 183*(26,9%) 495* (73,1%) 21* (8,4%)  228* (91,6%)

*Test de Chi-2 p <0,0001. Le tableau montre une prévalence de SM de 26,9% chez les
femmes contre 8,4% chez les hommes.

5.2. Le syndrome métabolique est-il en lien avec le métabolisme de I’homocystéine ?

Nous avons donc étudié I’association avec le sexe et I’ensemble des marqueurs cliniques et
biologiques en lien avec le syndrome métabolique et avec le métabolisme de I’homocystéine.
Cependant, il faut noter que nous n’avons pu mesurer la créatinine que dans la population
recrutée sur le marché Dantokpa.

Ce descriptif général (Tableau 12) montre un index de masse corporelle trés significativement
inférieur chez les hommes ; (28,9 [23,8-33,3] chez les femmes contre 21,3 [19,6-24,1] chez
les hommes, p<0,0001), un tour de taille également inférieur; (91,0 [80,0-99,0] chez les
femmes pour 78,6 [74,2-88,5] chez les hommes, p<0,0001).

Il existe par ailleurs chez les femmes, sur le plan biologique, une augmentation importante de
I’insulinémie respectivement 18,7 pU/mL (11,8-27,6) chez les femmes et 8,2 pU/mL (5,5-
14,1) chez les hommes, p<0,0001; une concentration plus élevée en cholestérol, LDL-
cholestérol, ainsi qu’en HDL-cholestérol successivement chez les femmes et les hommes;

1,60/L (1,4-1,9) et 1,49/L (1,1-1,6) pour le cholestérol total avec une valeur de p<0,0001;
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1,0g/L (0,8-1,3) contre 0,9¢g/L (0,7-1,1) pour LDL-cholestérol, p<0,0001 et 0,4 (0,3-0,5)
contre 0,3 (0,3-0,4), p<0,0001. Par contre, il n’existe pas de différence pour les triglycérides.

Sur le plan du métabolisme de I’homocystéine, il existe une différence significative de la
concentration en homocystéine et en folates. L’Hcy est plus élevée chez les hommes que
chez les femmes respectivement; 16,3umol/L (13,0-22,2) contre 11,4umol/L (9,1-14,0),
p<0,0001 ; et faible en folates chez les hommes que chez les femmes 5,8 nmol/L (4,2-8,0)
contre 6,1 nmol/L (4,7-8,7), p = 0,0307. On observe une concentration plus élevée en
vitamine B12 qui est de 467,0 (342,0-609,0) chez les femmes contre 384,0 (274,0-522,0) chez
les hommes, p<0,0001 (Tableau 12). Il existe une activité plus élevée en ASAT chez les
hommes 29,0 (23,0-37,0) contre 21,0 (19,0-26,0) chez les femmes avec p<0,0001. On peut
donc retenir que I’augmentation de la concentration en vitamine B12 n’est pas liée & une

cytolyse hépatique.

Tableau 12. Descriptif général des déterminants cliniques et biologiques.

Femmes (n =678) Hommes (n =249)
Médiane Médiane

Variable (25°™ — 75°™ percentile) (25°™ — 75°™ percentile) p
Age (ans) 40 (30-49) 35 (28-44) 0,0008
Poids (Kg) 74 (61-86) 64 (57-72) <0,0001
Taille (m) 1,6 (1,5-1,7) 1,7 (1,6-1,8) <0,0001
Tour de taille (cm) 91,0 (80,0-99,0) 78,6 (74,2-88,5) <0,0001
Tour de hanche (cm)®  110,0 (102,0-120,0) -

Taille/Hanche ° 0,8 (0,8-,9) -

IMC (Kg/m?) 28,9 (23,8-33,3) 21,3 (19,6-24,1) <0,0001
Tour de taille (cm) 91,0 (80,0-99,0) 78,6 (74,2-88,5) <0,0001
PAS (mm Hg) 120,0 (110,0-136,0)  120,0 (110,0-130,0) 0,4089
PAD (mm Hg) 80,0 (70,0-84,0) 80,0 (70,0-80,0) 0,5932
Insuline (WU/mL) 18,7 (11,8-27,6) 8,2 (5,5-14,1) <0,0001
CRP (mg/L) 1,7 (0,7-4,3) 1,1(0,6-2,7) 0,0005
Apo Al (g/L) 1,6 (1,4-1,9) 1,3 (1,2-1,5) <0,0001
Apo B (g/L) 0,8 (0,7-0,9) 0,7 (0,5-0,8) <0,0001
Albumine (g/L) 39,6 (36,9-42,1) -

Sodium (mmol/L)? 139,0 (137,0-142,0) -
Potassium (mmol/L)® 4,5 (4,2-4,8) -
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Chlore (mmol/L) *

Protéines (g/L) ®

106,0 (104,0-107,0)

75,0 (71,0-77,0)

Urée (g/L) ® 0,2(0,1-0,2) -
Créatinine ® 8,9 (8-9,6) -
Glucose (g/L) 0,79 (0,74-0,85) 0,82 (0,77-0,88) <0,0001
Cholesterol (g/L) 1,6 (1,4-1,9) 1,4 (1,1-1,6) <0,0001
Triglycérides (g/L) 0,6 (0,4-0,7) 0,6 (0,5-0,7) 0,7281
HDL-Cholestérol (g/L) 0,4 (0,3-0,5) 0,3(0,3-0,4) <0,0001
LDL-Cholestérol (g/L) 1,0 (0,8-1,3) 0,9 (0,7-1,1) <0,0001
Acide urique (mg/L) 44,0 (38,0-50,0) 53,0 (48,0-61,0) <0,0001
Phosphore (mg/L)® 37,0 (34,0-41,0) -
Calcium (mg/L) 94,0 (91,0-96,0) -
Phosphatase alcaline

(UI/L) ® 60,0 (47,0-75,0) -
Bilirubine totale

(mg/L)* 4,0 (3,0-5,0) ]
ALAT (UI/L) 10,0 (7,0-13,0) 9,0 (6,0-12,0) 0,1431
ASAT (UI/L) 21,0 (19,0-26,0) 29,0 (23,0-37,0) <0,0001
Fer (mg/L) 0,7 (0,5-0,9) 0,9 (0,8-1,2) <0,0001
Homocystéine (umolL) 11,4 (9,1-14) 16,3 (13-22,2) <0,0001
Folates (Vit B9)

(nmol/L) 6,1 (4,7-8,7) 5,8 (4,2-8,0) 0,0307
Vitamine B12 (pmol/L) 467,0 (342,0-609,0)  384,0 (274,0-522,0)  <0,0001

. . - . . - . . a N
IMC Indice de masse corporelle, PAS Pression artérielle systolique, PAD Pression artérielle diastolique, = parametres

effectués sur les échantillons du marché Dantokpa.
Le tableau montre qu’il existe une différence significative entre les femmes et les hommes sur les déterminants cliniques et
biologiques. Par contre, il n’y a pas de différnce pour la pression artielle et les triglycérides.

5.3. Le syndrome métabolique est-il associé aux déterminants cliniques et

biologiques apres stratification selon le sexe ?

Il ressort de cette analyse que la plupart des déterminants sont significativement associés au
syndrome métabolique tant chez les hommes que chez les femmes. Il faut cependant noter
chez les hommes I’absence d’association avec la CRP et une différence plus faible pour les
triglycerides, p= 0,0190, et le HDL-cholestérol, p= 0,0150 (Tableau 13).
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Tableau 13. Déterminants cliniques et biologiques du Syndrome Métabolique selon le sexe.

Femmes (n =678)

Hommes (n = 249)

Syndrome Métabolique

Syndrome Métabolique

Médiane Médiane Médiane Médiane
(25éme _ 75éme (25éme _ 75éme (25éme _ 75éme (25éme _ 75éme
percentile) percentile) percentile) percentile)

Déterminants oui non p* oui non p*
Age (ans) 46,0 (40,0-55,0) 36,0 (28,0-45,0) <0,0001 48,0 (43,0-54,0) 34,0 (28,0-43,0) <0,0001
Poids (Kg) 79,0 (72,0-93,0) 72,0 (59,0-83,0) <0,0001 86,6 (82,0-91,0) 63,2 (56,7-69,5) <0,0001
Taille (m) 1,6 (1,5-1,6) 1,6 (1,5-1,6) 0,6910 1,8(1,7-1,8) 1,7 (1,7-1,8) 0,1270
IMC (Kg/m?2) 31,2 (27,8-35,5) 27,9 (22,8-32,6) <0,0001 28,5 (26-30,2) 21,1 (19,4-23,4) <0,0001
Tour de taille (cm) 97,5 (91,5-106,0) 88,0 (77,2-96,0) <0,0001 101,0(97,5-104,1) 78,1 (74,0-85,6) <0,0001
Tour de hanche (cm)? 114,0 (106,0-127,0) 108,0 (101,0-118,0) <0,0001

Taille/Hanche ® 0,9 (0,8-0,9) 0,8 (0,7-0,9) <0,0001

PAS (mm Hg) 140,0 (130,0-160,0) 118,0 (110,0-124,0) <0,0001 140,0(130,0-150,0) 120,0(110,0-123,5) <0,0001
PAD (mm Hg) 90,0 (80,0-100,0) 70,0 (68,0-80,0) <0,0001 90,0 (80,0-90,0) 80,0 (70,0-80,0) <0,0001
Insuline (uu/mL) 19,1 (12,5-29,6) 18,5 (11,4-2,6) 0,1690 14,1 (7,1-20,6) 7,9 (5,5-13,4) 0,0070
CRP (mg/L) 3,1(1,2-5,9) 1,4 (0,6-3,4) <0,0001 1,9(1-5,1) 1,1 (0,6-2,6) 0,3920
Apoliprotéine A1 (g/L) 1,6 (1,3-1,8) 1,7 (1,4-1,9) 0,0570 1,2 (1,1-1,4) 1,3 (1,1-1,5) 0,0670
Apolipoprotéine B (g/L) 0,8 (0,7-1) 0,8 (0,6-0,9) <0,0001 0,9 (0,8-1,1) 0,7 (0,5-0,8) <0,0001
Albumine (g/L)? 39,7 (37,4-42,0) 39,5 (36,8-41,8) 0,1860

Sodium (mmol/L)? 140,0 (138,0-142,0) 139 (137-141) 0,0070

Potassium (mmol/L)? 4,4 (4,2-4,8) 4,5 (4,3-4,8) 0,2450

Chlore (mmol/L)? 106,0 (104,0-108,0) 106,0 (104,0-107,0)  0,4800

Protéines (g/L)* 77,0 (73,0-79,0) 74,0 (70,0-77,0) 0,0010

Urée (g/L)® 0,2 (0,1-0,2) 0,2 (0,1-0,2) 0,0010

Créatinine (mg/L)? 9,0 (8,1-9,8) 8,9 (8-9,5) 0,5240

Glucose (g/L) 0,81 (0,76-0,89) 0,78 (0,73-0,84) <0,0001 0,89 (0,84-0,95) 0,81 (0,76-0,87) <0,0001
Chloestérol total (g/L) 1,7 (1,4-1)9) 1,6 (1,4-1,9) 0,0420 1,6 (1,4-1,8) 1,3 (1,1-1,6) 0,0180
Triglycérides (g/L) 0,6 (0,5-0,8) 0,5(0,4-0,7) <0,0001 0,6 (0,6-0,8) 0,6 (0,4-0,7) 0,0190
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HDL-cholestérol (g/L)
LDL-cholestérol (g/L)
Acide urique (mg/L)
Phosphore (mg/L)?

Calcium (mg/L)?

Phosphatase alcaline
Bilirubine totale (mg/L)?

ALAT (UI/L)
ASAT (UI/L)
Fer (mg/L)

Homocystéine (umol/L)
Folates (vitamine B9)
Vitamine B12 (pmol/L)

0,4 (0,3-0,4)

1,1 (0,9-1,4)
48,0 (42,0-54,0)
37,0 (34,0-40,0)
94,0 (91,0-94,0)
68,0 (51,0-81,0)
4,0 (3,0-5,0)
10,0 (7,0-13,0)
22,0 (19,0-26,0)
0,7 (0,5-0,9)
12,4 (10,1-16,0)
5,9 (4,2-8,6)

422,0 (304,0-586,0)

0,5 (0,4-0,6)
1,0 (0,8-1,2)
43,0 (36,0-49,0)
37,0 (34,0-41,0)
93,0 (91,0-96,0)
58,0 (46,0-71,0)
4,0 (3,0-5,0)
9,0 (7,0-13,0)
21,0 (18,0-26,0)
0,7 (0,5-0,9)
11,0 (8,8-13,1)
6,2 (4,8- 8.8)

484,0 (364,0-622,0)

<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,9010
0,7840
0,0010
0,1220
0,3840
0,3370
0,4510
<0,0001
0,1140
0,0490

0,3 (0,2-0,3)
1,1 (0,9-1,4)
61 (54,0-71,0)

12,0 (9,0-14,0)
30,0 (24,0-37,0)
1,0 (0,8-1,1)
17,6 (13,6-23,9)
6,3 (4,5-8,7)

340,0 (269,0-592,0) 388,0 (275,0-520,5)

0,3 (0,3-0,4)
0,9 (0,7-1,1)
53,0 (48,0-59,0)

9,0 (6,0-12,0)
29,0 (23,0-36,5)
0,9 (0,8-1,2)
16,1 (13-22,1)
5,8 (4,2-7,9)

0,0150
0,0010
0,0010

0,8510
0,9150
0,7710
0,0280
0,7320
0,2900

. a . . . . - . - . .
* Test de Mann-Whitney, ~ valeur des variables des échantillons des femmes du marché de Dantokpa, IMC indice de masse corporelle, PAS pression artérielle systolique, PAD pression

artérielle diastolique, ALAT transaminase TGP, ASAT transaminase TGO.

On remarque sur ce tableau que la plupart des déterminants sont associés au syndrome métabolique ; les déterminants du SM sont fortement
corrélés comme le prévoit la classification de I’IDF. On note aussi une association forte entre CRP, HDL-cholestérol, Hcy et vitamine B12 et

modérement significative avec ApoAl chez les femmes.
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5.4. Existe-t-il une association entre les déterminants cliniques et biologiques du SM avec

les déterminants lipidiques ?

La quatrieme étape de notre analyse a €té ciblée sur I’association des autres déterminants
cliniques et biologiques du syndrome métabolique avec les déterminants lipidiques, en
incluant également I’homocystéine, la vitamine B12 et les folates, avec une approche
univariée et multivariée, et en considérant respectivement les femmes et les hommes
(Tableaux 14.a a 14.1).

L analyse univariée chez les femmes illustre la complexité des interactions dans la mesure ou
la plupart des déterminants sont associés aux marqueurs lipidiques. L’analyse multivariée
permet de faire ressortir un certain nombre de points importants, au regard des données
publiées dans la littérature. Ainsi ApoAl est associée non seulement a I’inflammation et a
I’insuline, mais également a la vitamine B12 avec des valeurs de p respectives: CRP,
p<0,0001 ; insuline, p = 0,0024 et vitamine B12, p =0,0008 ; ce qui suggére un lien avec le
métabolisme des donneurs de méthyl, a rapprocher avec les résultats obtenus par le groupe de
Rima Rozen chez les souris invalidées pour le géne MTHFR. Par contre, le HDL-cholestérol
est associé a la vitamine B12, p<0,0001 ; mais pas aux folates. Les folates sont associés a la
concentration en ApoB, p = 0,0110 et en LDL-cholestérol, p<0,0001. Parallelement, on
observe une association entre le cholestérol total et la vitamine B12, p=0,0077, qui peut
potentiellement étre expliquée par I’association B12/ApoAl. Il faut cependant noter que
I’association entre vitamine B12 et ApoAl ou cholestérol est plus significative en multivariée
gu’en analyse univariée (Tableaux 14.a a 14.c).

Chez les hommes, I’analyse univariée retrouve un certain nombre d’associations des
déterminants cliniques et biologiques classiques avec les marqueurs lipidiques. Par contre il
n’existe pas d’association significative entre I’homocystéine, la vitamine B9 ou la vitamine

B12, et les marqueurs lipidiques en analyse multivariée (Tableaux 14.d a 14.f).
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Tableau 14.a. Déterminants des apoliprotéines Al et B en analyse uni et multivariée chez les femmes.

Apolipoprotéine Al

Apolipoprotéine B

univariée multivariée univariée multivariée
a a Coefficient de Erreur
R? p Coefficient de régression Erreur standard p R? p régression standard p

Age (ans) 0,0071 0,0278 0,0722 <0,0001
Tour de taille (cm) 0,0107 0,0071 0,0028 0,0012 0,0179 0,0755 <0,0001
PAS (mm Hg) 0,0092 0,0125 0,0492 <0,0001 0,0007 0,00028 0,0176
PAD (mm Hg) 0,0089 0,0138 0,0430 <0,0001
Acide urique (mg/L) 0,0000 0,9804 0,0287 <0,0001
CRP (mg/L)b 0,0159 0,0010 -0,1507 0,0287  <0,0001 0,0350 <0,0001 0,03919 0,0116 0,0007
Insuline (pU/mL)b 0,0297 <0,0001 0,1549 0,0508 0,0024 0,0503 <0,0001
ALAT (UI/L)b 0,0121 0,0042 0,0745 <0,0001
ASAT (UI/L)" 0,0120 0,0043 0,0065 0,0363
Homocystéine (umol/L)® 0,0000 0,9969 0,0195 0,0003
Folates (nmol/L)" 0,0015 0,3078 0,0067 0,0327 -0,05688 0,0223 0,0110
Vitamine B12 (pmoI/L)b 0,0081 0,0193 -0,2270 0,0672 0,0008 0,0025 0,1945

& carré du coefficient de corrélation, ~ valeur transformée en log10, ALAT transaminase TGP, ASAT transaminase TGO.
En analyse univariée et multivariée, ApoAl est associée au tour de taille a I’insuline, la CRP et la vitamine B12, mais modérément a la pression artérielle alors que ApoB est
associée aux folates, a la CRP, et a la pression artérielle systolique.
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Tableau 14.b. Déterminants des Triglycérides et du Cholestérol en analyse uni et multivariée chez les femmes.

Triglycérides

Cholestérol Total

univariée multivariée univariee multivariée
a a Coefficient de Erreur
R? p Coefficient de régression Erreur standard p R? p régression standard p

Age (ans) 0,0803 <0,0001 0,0020 0,0005 <0,0001 0,0545 <0,0001 0,0070 0,0012 <0,0001
Tour de taille (cm) 0,1246 <0,0001 0,0017 0,0005 0,0003 0,0364 <0,0001
PAS (mm Hg) 0,0420 <0,0001 0,0302 <0,0001
PAD (mm Hg) 0,0488 <0,0001 9,0246 <0,0001
Acide urigue (mg/L) 0,1002 <0,0001 0,0023 0,0006  <0,0001 0,0335 <0,0001 0,0046 0,0015 0,0019
CRP (ma/L)° 0,0829 <0,0001 0,0243 0,0109  0,0271 0,0029 0,1598 -0,0557 0,0269  0,0389
Insuline (LU/mL)°® 0,0977 <0,0001 0,0771 0,0196  <0,0001 0,0446 <0,0001 0,1477 0,0501  0,0033
ALAT (U|/|_)b 0,1005 <0,0001 0,2157 0,0271  <0,0001 0,0628 <0,0001 0,5051 0,0717 <0,0001
ASAT (U|/|_)b 0,0001 0,7783 -0,0945 0,0396 0,0171 0,0084 0,0168 -0,5930 0,1032 <0,0001
Homocystéine (|,1mo|/L)b 0,0212 0,0001 0,0058 0,0482
Folates (nmol/L)b 0,0005 0,5808 0,0001 0,8060
Vitamine B12 (pmol/L)b 0,0037 0,1128 -0,0508 0,0250 0,0427 0,0095 0,0110 0,1767 0,0662 0,0077

a carré du coefficient de corrélation, b valeur transformée en log10, ALAT transaminase TGP, ASAT transaminase TGO.

Les triglycérides et le cholestérol total sont fortement associés aux déterminants cliniques et biologiques en analyse uni et multivariée. L’assocition des triglycérides et

cholestérol en univarée avec I’Hcy ne I’est plus en multivarée. Par contre leur association avec la vitamine B12 est encore perceptible en multivariée. Il n’y a pas

d’association avec les folates.
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Tableau 14. c. Déterminants de HDL-cholestérol et du LDL-cholestérol en analyse uni et multivariée chez les femmes.

HDL-cholestérol

LDL-cholestérol

univariée multivariée univariée multivariée
a a Coefficient de Erreur
R? p Coefficient de régression Erreur standard p R? p régression standard p

Age (ans) 0,0007 0,5056 0,0573 <0,0001
Tour de taille (cm) 0,0123 0,0039 0,0495 <0,0001
PAS (mm Hg) 0,0018 0,2748 0,0354 <0,0001
PAD (mm Hg) 0,0005 0,5658 0,0280 <0,0001
Acide urique (mg/L) 0,0032 0,1438 0,0369 <0,0001
CRP (mq/|_)b 0,0840 <0,0001 -0,0745 0,0089 <0,0001 0,0209 0,0002 0,0700 0,0096 <0,0001
Insuline (LU/mL)° 0,0270 <0,0001 0,1002 0,0171 <0,0001 0,0157 0,0011 -0,1153 0,0186  <0,0001
ALAT (UI/L)b 0,0120 0,0043 0,0486 0,0235 0,0390 0,0395 <0,0001
ASAT (UI/L)" 0,0045 0,0824 0,0058 0,0475
Homocystéine (umol/L)b 0,0108 0,0068 0,0127 0,0033
Folates (nmo|/|_)b 0,0155 0,0011 0,0048 0,0725 -0,0897 0,0195 <0,0001
Vitamine B12 (pmoI/L)b 0,0071 0,0285 0,0778 0,0173 <0,0001 0,0039 0,1054

& carré du coefficient de corrélation, b valeur transformée en log10, ALAT transaminase TGP, ASAT transaminase TGO.
En analyse uni et multivariée HDL et LDL sont significativement associés a la CRP et a I’insuline ; HDL est lié a la vitamine B12 tandis que le LDL est associé aux folates.
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Tableau 14.d. Déterminants des apolipoprotéines Al et B en analyse uni et multivariée chez les hommes.

Apolipoprotéine Al Apolipoprotéine B
univariée multivariée univariée multivariée
a a Coefficient de Erreur
R? p Coefficient de régression Erreur standard p R? p régression standard p

Age (ans) 0,0218 0,0198 0,0042 0,0017 0,0163 0,0217 0,0200
Tour de taille (cm) 0,0056 0,2412 -0,0066 0,0017 0,0002 0,1339 <0,0001 0,0029 0,0011
PAS (mm Hg) 0,0043 0,3036 0,0062 0,2138
PAD (mm Hg) 0,0032 0,3726 0,0001 0,8563
Acide urique (mg/L) 0,0001 0,8704 -0,0038 0,0016 0,0194 10,1377 <0,0001
CRP (mqll_)b 0,0470 0,0006 -0,0893 0,0330 0,0073 0,0012 0,5888
Insuline (LU/mL) b 0,0062 0,2157 0,0468 0,0006 0,1273 0,0399 0,0016
ALAT (UI/L) b 0,0218 0,0198 0,1399 <0,0001
ASAT (UI/L)" 0,0460 0,0007 0,3901 00861  <0,0001 0,0034 0,3592
Homocystéine (umol/L)b 0,0031 0,3851 0,0166 0,0423
Folates (nmol/L) b 0,0024 0,4457 0,0014 0,5587
Vitamine B12 (pmol/L) b 0,0023 0,4524 0,0230 0,0166

% carré du coefficient de corrélation, b valeur transformée en log10, ALAT transaminase TGP, ASAT transaminase TGO.
Le tableau montre ici que chez les hommes ApoAl est liée a la CRP, a ASAT et a I’acide urique alors que ApoB est associée a I’insuline, a la vitamine B12 et modeste a
I’homocystéine.
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Tableau 14.e. Déterminants des Triglycérides et du Cholestérol en analyse uni et multivariée chez les hommes.

Triglycérides

Cholestérol Total

univariée multivariée univariée multivariée
a a Coefficient de Erreur P
R? p Coefficient de régression Erreur standard p R? p régression standard

Age (ans) 0,0523 0,0003 0,0407 0,0014 0,0053 0,0020 0,0204
Tour de taille (cm) 0,1051 <0,0001 0,0024 0,0008 0,0035 0,0641 <0,0001 0,0058 0,0020 0,0119
PAS (mm Hg) 0,0148 0,0553 0,0037 0,3418
PAD (mm Hg) 0,0001 0,8740 0,0014 0,5537 -0,0058 0,0020 0,0033
Acide urique (mg/L) 0,2252 <0,0001 0,0054 0,0008 <0,0001 0,0991 <0,0001 0,0072 0,0020 0,0005
CRP (ma/L)" 0,0145 0,0574 0,0318 0,0048 -0,2226 0,0400  <0,0001
Insuline (LU/mL)" 0,0056 0,2410 0,0033 0,3678
ALAT (U|/|_)b 0,1016 <0,0001 0,1112 0,0322 0,0007 0,1448 <0,0001 0,5079 0,0820 <0,0001
ASAT (UI/L) b 0,0188 0,0304 0,0012 0,5883
Homocystéine (umoI/L)b 0,0138 0,0646 0,0139 0,0629
Folates (nmol/L) b 0,0025 0,4349 0,0121 0,0833
Vitamine B12 (pmol/L) b 0,0133 0,0696 0,0224 0,0182

a . - . b . . .
carre du coefficient de corrélation, = valeur transformée en log10, ALAT transaminase TGP, ASAT transaminase TGO.
Il ressort de ce tableau que I’analyse multivariée montre une association entre le cholestérol total et la pression artérielle diastolique et aux marqueurs de I’inflammation (CRP

et acide urique).
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Tableau 14.f. Déterminants de HDL-cholestérol et du LDL-cholestérol en analyse uni et multivariée chez les hommes.

HDL -cholestérol

LDL -cholestérol

univariée multivariée univariée multivariée

a a Coefficient de Erreur

R? p Coefficient de régression Erreur standard p R? p régression standard p
Age (ans) 0,0036 0,3434 0,0348 0,0031
Tour de taille (cm) 0,0157 10,0483 -0,0018 0,0006 0,0031 0,0943 <0,0001 0,0016 0,0571 0,0102
PAS (mm Hg) 0,0030 0,3875 0,0060 0,2234
PAD (mm Hg) 0,0072 0,1810 0,0003 0,8029
Acide urique (mg/L) 0,0002 0,8348 0,1038 <0,0001
CRP (ma/L)" 0,0812 <0,0001 0,0145 0,0580
Insuline (uu/m|_)b 0,0221 10,0189 -0,0528 0,0226 0,0205 0,0117 0,0886 0,0466 0,0231 0,0448
ALAT (U|/|_)b 0,0006 0,6895 -0,1068 0,0228 0,0001 0,1786 <0,0001 0,1051 0,0280 0,0002
ASAT (U|/|_)b 0,0000 0,9145 0,0822 0,0344 0,0175 0,0002 0,8213 -0,0990 0,0349 0,0049
Homocystéine (umol/L)® 0,0000 0,9267 0,0161 0,0457
Folates (nmol/L)° 0,0185 0,0320 0,0050 0,2666
Vitamine B12 (pmol/L)® 0,0078 0,1638 0,0175 0,0370

% carré du coefficient de corrélation, b valeur transformée en log10, ALAT transaminase TGP, ASAT transaminase TGO.
L analyse uni et multivariée montre que I’insuline est est associée a HDL et a LDL en multivariée seulement.
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5.5. Les déterminants génétiques de I’homocystéine ont-ils une influence sur les

déterminants clinico-biologiques du SM ?

A coté de I’association déja largement décrite dans la littérature de MTHFR et MTRR avec
I’homocystéine, on observe de maniére plus originale une association de MTHFR avec
I’indice de masse corporelle (IMC) (r2=0,0117, p=0,0188), I’insuline (r2=0,0132, p=0,0115),
les triglycérides (r2=0,0097, p=0,0379) et le HDL-cholestérol (r2=0,0103, p=0,0316). Par
ailleurs, il existe une association tout a fait surprenante entre la taille et deux polymorphismes
liés au métabolisme de la vitamine B12, MTR 2756A>G (r=0,0157, p=0,0050) et TCN
776C>G (r2=0,0561, p=0,0008) chez les femmes. Cette association observée avec la taille est
a comparer avec les données trés récentes de la littérature sur le statut en vitamine B12 et le
métabolisme du tissu osseux. Il est possible que la vitamine B12 ait un lien avec la croissance,
dans la période périnatale et dans la prime enfance et ce point mériterait d’étre étudié
ultérieurement.

Comme attendu, en fonction des résultats de la 4°™ étape, il n’était pas étonnant d’observer
I’absence d’association des déterminants génétiques avec les déterminants du syndrome
métabolique chez les hommes. Par contre, I’absence d’association de MTR et TCN avec la
taille suggeére que I’association observée chez les femmes correspond a une influence
épigénétique en lien avec le bimorphisme, observation qui a déja été faite pour un certain

nombre d’autres marqueurs (Tableaux 15.a et 15.b).
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Tableau 15.a. Déterminants génétiques des variables biologiques et cliniques chez les femmes (n = 678).

MTHFR 677C>T MTHFR 1298A>C MTR 2756A>G MTRR66A>G TCN 776C>G
Variable R2 p R? p R2 p R2 p R2 p
Poids (Kg) 0,0090 0,0479
Taille (m) 0,0157  0,0050 0,0561 0,0008
IMC (Kg/m?) 0,0117 10,0188
PAS (mm Hg)
Créatinine (mg/L) 0,0143 0,0489
Calcium (mg/L) 0,0159  0,0347
Insuline (MU/mL) 0,0132 10,0115
Cholesterol total (g/L)
Triglycérides (g/L) 0,0097 0,0379
HDL-cholestérol (g/L) 0,0103 0,0316 0,0152 0,0059
LDL-cholestérol (g/L)
ASAT (UI/L) 0,0121 0,0166 0,0183 0,0021
Homocystéine (umol/L)  0,0326 <0,0001 0,0170 0,0032
Vitamine B12 (pmol/L) 0,0105 0,0293
Insuline (LU/mL)* 0,0119 0,0013
Homocystéine (umol/L) 40,0182 0,0021 0,0104 0,0303
ALAT (UI/L)® 0,0086  0,0550

% Valeurs transformées en log10, IMC indice de masse corporelle, PAS pression artérielle systolique, ALAT transaminase TGP, ASAT transaminase TGO.
On note sur ce tableau une association de la taille avec les polymorphismes MTR 2756 A>G et TCN 776C>G et que MTHFR 677C>T est a I’'IMC, a I’insuline, a HDL, aux

triglycérides et a I’Hcy.
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Tableau 15. b. Déterminants génétiques des variables cliniques et biologiques chez les hommes (n = 249).

MTHFR 677C>T  MTHFR 1298A>C  MTR 2756A>G

MTRR66A>G

TCN 776C>G

Variable R2 p R?

P R? P

R2

R2

Poids (Kg) 0,0369
Tour de taille (cm) 0,0365
IMC (Kg/m?) 0,0398
PAS (mm Hg)

Cholestérol total (g/L)

Triglycérides (g/L)

LDL_cholestérol (g/L)

Homocystéine (umol/L) 0,1469 <0,0001

Folates (nmol/L)

Vitamine B12 (pmol/L)

Homocystéine (umol/L)®  0,1346  <0,0001

ALAT (UIIL)*®

0,0104
0,0111
0,0073
0,0274  0,0340

0,0306  0,0228

0,0268  0,0366

0,0358

0,0290

0,0309

0,0129

0,0296

0,0236

0,0255
0,0310

0,1192

0,0436
0,0222

<0,0001

% Valeurs transformées en log 10, IMC indice de masse corporelle, PAS pression artérielle systolique, ALAT transaminase TGP.
Chez les hommes, le cholestérol total et le LDL sont associés aux polymorphismes MTR 2756A>G et TCN776C>G alors que le poids, le tour de taille et I’IMC sont plutot

associés a MTHFR 1298A>C et I’homocystéine a MTHFR 677C>T.
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Nous avons, dans une derniere et sixieme étape, évalué les déterminants de I’homocystéine,
avec la vitamine B9 et la vitamine B12, ainsi qu’avec les déterminants cliniques et
biologiques du syndrome métabolique retenus par I’IDF, aprés ajustement avec I’age. Il
ressort de cette évaluation une association attendue avec la pression artérielle, une association
forte avec les folates, la vitamine B12 et MTHFR respectivement folates (r?2 = 0,0584,
p<0,0001), vitamine B12 (r2= 0,0272, p<0,0001), MTHFR 677 C>T (r2= 0,0151, p=0,0015). Il
n’y a cependant pas d’association avec les autres polymorphismes chez les femmes (Tableau
16. a).

Chez les hommes les mémes associations ont été observées, mais modestes pour la pression et
la vitamine B12 (r2=0,0335, p=0,0046); par contre, il existe une faible association avec le
polymorhpisme MTRR 66A>G (r2=0,0220, p=0,0217) (Tableau 16. b).

Tableau 16.a. Déterminants de la concentration plasmatique d’homocystéine en
analyse uni et multivariée, chez les femmes

Analyse simple Analyse multiple
R?? p Coefficient Erreur p
Age (ans) 0,0760 <0,0001 0,0029 0,0005 <0,0001
IMC (kg/m?) 0,0093  0,0123 - - -
Tour de taille (cm) 0,0273  <0,0001 - - -
PAS (mm Hg) 0,0375 <0,0001 - - -
PAD (mm Hg) 0,0304 <0,0001 - - -
Apolipoprotéine Al (g/L) 0,0000  0,9648 - - -
Apolipoprotéine B (g/L) 0,0195  0,0003 - - -
Cholestérol total (g/L) 0,0056  0,0530 - - -
HDL-cholestérol (g/L) 0,0118  0,0048 - - -
LDL-cholestérol (g/L) 0,0129  0,0032 - - -
Acide urique (mg/L) 0,0589 <0,0001 0,0029 0,0006 <0,0001
CRP (ma/L)° 0,0151  0,0014 - - ]
Glucose (g/L) 0,0064  0,0387 - - -
Trialycérides (g/L)° 0,0204 0,000 - - -
Fer (mg/L) 0,0009 0,4361 - - -
Insuline (uU/mL)" 0,0004  0,5983 - - ;
ALAT (UI/L)" 0,0001  0,7802 - - -
ASAT (UI/L)" 0,0224  0,0001 0,1513 0,0419  0,0003
Folates (nmol/L)® 0,0584 <0,0001 -0,1504 0,0221 <0,0001
Vitamine B12 (pmol/L)" 0,0272  <0,0001 -0,1084 0,0288  0,0002
MTHFR 667C>T° 0,0151  0,0015 0,1152 0,0290 <0,0001
MTHFR 1298 A>C® 0,0002  0,7056 - - -
MTR 2756A>G ° 0,0016  0,2983 - ; ]
MTRR 66 A>G° 0,0038 0,1088 0,0376 0,0183  0,0404

Interaction folates*MTHFR 667C>T 0,0045 0,0837

3 carré du coefficient de corrélation, ® valeur transformée en log10,  fréquence allélique de I'alléle rare, IMC indice de masse
corporelle, PAS pression artérielle  systolique, PAD pression artérielle diastolique, ALAT transaminase TGP, ASAT
transaminase TGO.

L’ homocystéine est fortement corrélée avec les détermnants du SM, les folates et vitamine B12 et avec le polymorphisme
MTHFR 677 C>T. Il n’a pas d’association avec I’insuline.
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Tableau 16.b. Déterminants de la concentration plasmatique d'homocystéine en
analyse uni et multivariée, chez les hommes

Corrélations simples Régression multiple

R*2 p Coefficient  Erreur p
Age (ans) 0,0037 10,3520 - - -
IMC (kg/m?) 0,0039 0,3371 - - -
Tour de taille (cm) 0,0020 0,4964 - - -
PAS (mm Hg) 0,0327 0,0050 - - -
PAD (mm Hg) 0,0204 0,0271 - - -
Apolipoprotéine Al (g/L) 0,0021 0,4791 - - -
Apolipoprotéine B (g/L) 0,0125 0,0850 - - -
Cholestérol total (g/L) 0,0088 0,1489 - - -
HDL-cholesterol (g/L) 0,0003 0,8065 - - -
LDL-cholestérol (g/L) 0,0104 0,1161 - - -
Acide urique (mg/L) 0,0099 0,1251 - - -
CRP (ma/L)" 0,0183 0,0368 ; - ;
Glucose (g/L) 0,0024 0,4502 - - -
Triglycérides (a/L) b 0,0115 0,0985 0,2112 0,0868 0,0157
Fer (mg/L) b 0,0579 0,0002 0,2138 0,0718 0,0032
Insuline (WU/mL)° 0,0219 0,0220 ; ] )
ALAT (UI/L)" 0,0018 0,5133 - - -
ASAT (UI/L)" 0,0048 0,2848 ; ; ]
Folates (nmol /L)" 0,1191 <0,0001 -0,2318  0,0535 <0,0001
Vitamine B12 (pmol/L)" 0,0335  0,0046 -0,1297 0,0551  0,0194
MTHFR 667C>T ¢ 0,1431 <0,0001 0,9126 0,2555 0,0004
MTHFR 1298A>C° 0,0002 0,8092 - - -
MTR 2756A>G °© 0,0012 0,5961 - - -
MTRR 66 A>G° 0,0220 0,0217 - - -
Interaction folates*MTHFR 667C>T 0,0938 <0,0001 -0,7882 0,3485 0,0247

% carré du coefficient de corrélation, b valeur transformée en log10, ¢ fréquence allélique de l'alléle rare, IMC
indice de masse corporelle, PAS pression artérielle  systolique, PAD pression artérielle diastolique, ALAT
transaminase TGP, ASAT transaminase TGO.

Ce tableau montre que chez les hommes que I’homocystéine est modestement associée a la pression artérielle a
la CRP; mais trés associée aux folates, a la vitmine B12, aux polymorphismes MTHFR 677C>T et MTRR
66A>G.
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DISCUSSION
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Trés peu de travaux dans la littérature ont évalué les relations entre les déterminants
nutritionnels et génétiques de I'nomocystéine et les marqueurs lipidiques, dans un contexte
d'obésité associée ou non au syndrome. La plupart des études ont porté uniquement sur
I'association entre I'nomocystéine et cholestérol et/ou triglycérides (Yamamoto et al.,1999;
Smith et al., 2006). Il a été ainsi rapporté dans de nombreuses études une association entre
homocystéine et cholestérol. Certaines études rapportent une association avec les
triglycérides. L'association de I'nomocystéine avec la CRP est également bien établie (Semiz
et al., 2008). Une étude a montreé I'influence de MTHFR 677T sur I'index de masse corporelle,
les critéres anthropométriques reflétant une répartition des adipocytess anormales, chez les
adolescent hypertendus, dans une étude réalisée en Corée (Koo et al., 2008).

Trés récemment des données expérimentales sur des souris génétiquement modifiés ont
montré une influence complexe du métabolisme de I'hnomocystéine sur ApoAl et HDL. Le
groupe de Rozen a montré chez les souris MTHFR +/- une diminution des mMRNAs ApoAl et
ApoA4 et une augmentation des mMRNAs de CYP7AL. Parallelement, une augmentation de
I'expression de I'ApoAl dans le foie a été retrouvée par immunoempreinte et ainsi qu'une
augmentation de la concentration plasmatique (Mikael et al., 2006).

Un travail sur cellules HepG2 a montré que I'homocystéine diminue PPARa ce qui suggere
un mécanisme régulateur sur le promoteur d'’ApoA. Ces résultats ont été confirmés par une
association significative bien que modeste de la concentration en homocystéine plasmatique
avec celle de I'ApoALl et de HDL cholestérol, évaluée dans 60 plasmas de patients ayant une
maladie coronaire (Mikael et al., 2006).

Un deuxieme meécanisme peut étre évoque concernant une modification des HDL et de
I'ApoAl pouvant affecter la clairance de ces lipoparticules. Ainsi Liao et coll., 2007 ont
observé une diminution de la concentration en HDL chez des souris ayant une double

invalidation pour les genes CBS et ApoE. Ceux-ci s'accompagnaient d'une diminution plus
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importante sur la fraction des HDL de grandes tailles. Parallelement les auteurs n'ont pas
retrouvé de modifications du niveau de mRNA dans le foie bien que ApoAl soit diminug,
dans I'analyse par immunoempreinte. Les auteurs ont également observé une diminution de
l'activité de la LCAT et une augmentation de la clairance de HDL corrélée avec une
augmentation du récepteur scavenger B1. Au total leurs résultats montrent que I'association
entre homocystéine, HDL et ApoAl résultent de mécanismes complexes qui impliquent non
seulement la synthese hépatique mais également la taille et la clairance des lipoparticules. Il
faut également ajouter que chez les souris invalidées pour le géne ApoE, un régime carencé
en folates et supplémenté en fer (effet pro-oxydant) provoque une hyperhomocystéinémie
influencée par le génotype avec un effet plus important sur les souris sauvages que chez les
souris porteuses de l'alléle ¢4 ou homozygotes pour l'invalidation du gene.

Nos résultats apportent la premiere confirmation sur une population de grande taille des
données expérimentales qui mettent en évidence I'association entre homocystéine et HDL et
ApoALl. Plusieurs éléments permettent de montrer que les déterminants nutritionnels jouent
un réle important dans cette association. Nous avons ainsi montré que la vitamine B12 et
avec la CRP est le déterminant le plus significativement associée a la concentration en
ApoALl et que cet effet est lié au sexe puisqu'il est retrouvé principalement chez les femmes
(Tableau 14.a). Ce résultat est a prendre en considération dans le contexte des caractéristiques
particuliéres de la population de I'Afrique de I'Ouest. Il existe une prévalence de I'obésité plus
importante chez les femmes que chez les hommes et la fréquence du syndrome métabolique
est également plus importante chez les femmes. Ces derniéres données contrastent avec celles
observées en Europe. La vitamine B12 est également logiquement associée avec le cholestérol
total ainsi qu'avec la concentration en HDL. Les analyses multivariées ne retrouvent pas
d'association avec les folates lorsque la vitamine B12 est incluse dans le modéle. Ces deux

déterminants ont un réle complémentaire dans la remethylation de I'homocystéine en
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méthionine. La vitamine B12 est le cofacteur de la méthionine synthase et les folates sont le
co-substrat de donneurs de méthyles dans cette réaction. La vitamine B12 peut donc avoir une
influence plus limitante, notamment dans des conditions de stress oxydant augmenté comme
suggéré dans le modéle expérimental des souris ApoE (Rogers et al., 2007) qui montre I'effet
d'un régime pro-oxydant sur I'nyperhomocystéinémie chez les souris invalidées pour le géne.
Les déterminants génétiques ont également une influence, quoique modeste, sur la
concentration d'HDL cholestérol chez les femmes, tandis que cette association n'est pas
retrouvée chez les hommes. Au total, notre étude montre donc une association entre la
vitamine B12, HDL et ApoALl chez les femmes. Il est peu probable qu'un déficit en vitamine
B12 a lui seul explique cette association, dans une population dont les apports nutritionnels
sont bons. Notre travail sera donc complété par une évaluation sur les relations entre le statut
cellulaire en vitamine B12 et le stress oxydant, dans le contexte du syndrome métabolique,
dans la mesure ou ce co-facteur de la méthionine synthase doit étre en permanence réduit par
la méthionine synthase réductase. Nous avons récemment déja observé une influence du stress
oxydant sur I'hyperhomocystéinémie, en fonction du polymorphisme de la méthionine

synthase réductase chez des patients atteints d'une maladie de Crohn.

PERSPECTIVES

- L’association ApoA/ApoB est probablement en lien avec les troubles de la
reméthylation au niveau hépatique, nécessité de compléter le travail de maniére plus
fine avec SAM et SAH, ainsi qu’avec I’acide méthylmalonique.

- L’association HDL-chol, ApoB et LDL-chol mériterait d’étre étudiée par rapport a la
clairance des lipoparticules, il faudrait notamment inclure la créatinine et la clairance
calculée (formule de Levey). Il faudrait regarder cette association dans le sous-

ensemble marché Dantokpa ou nous disposons de la créatinine. L’association avec la
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taille chez les femmes est une observation intéressante pour laquelle il faudrait
également disposer des autres marqueurs du métabolisme de la B12 dont SAM, SAH,

acide méthylmalonique, mais aussi des nouveaux déterminants genétiques, GAL3 et

FUT.
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CONCLUSION GENERALE
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Les résultats que nous avons obtenus concernent trois aspects, le statut nutrigénétique associé
au métabolisme des monocarbones en Afrique de I’Ouest, en fonction du lieu géographique et
de I’environnement, les influences génes-environnement comparées avec d’autres zones
géographiques, notamment Europe, Mexique et Chine, et les associations avec trois
pathologies prévalentes en Afrique de I’Ouest, I’hépatite virale, le paludisme et le syndrome
métabolique lié a I’obésité.

Concernant le premier aspect, le principal mérite de notre travail a été de montrer qu’il existe
une traduction phénotypique trés importante du polymorphisme MTHFR 677TT sur
I’homocystéinémie, qui est probablement en rapport avec une prévalence importante de
carence en folates, mais qui suggere également I’existence d’un autre mécanisme, peut étre
génétique, non encore identifié. En effet, il existe clairement un sous-groupe de sujets
MTHFR TT ayant une hyperhomocystéinémie modérée a majeure, malgré I’absence de
carence en folates et d’influence d’autres marqueurs métaboliques connus. Par comparaison,
le polymorphisme de la transcobalamine n’a pas d’incidence sur I’homocystéinémie.

Le deuxiéme aspect nous a permis de montrer que le statut en folates exerce probablement
une pression de sélection sur la fréquence allélique de MTHFR 677 T, en comparant la
situation africaine a celle d’autres continents. Pour compléter cette analyse, il conviendrait de
réaliser des études plus approfondies, notamment en disposant de données sur I’association
avec le risque d’avortements spontanés. Il reste par rapport a cette hypothése un point a
éclaircir qui est la relative absence d’influence de la migration des populations d’Afrique de
I’Ouest en Amérique du Nord sur la fréquence de I’alléle T. Il est cependant possible que la
levée de la pression de sélection ne permette pas d’observer une évolution de la fréquence sur
la durée envisagée qui se situe entre deux et quatre siécles. Par contre, nos résultats sur la
comparaison des populations migrantes et autochtones pour le polymorphisme TCN 776 C>G

nous ont permis d’évoquer I’appréciation de sélection liée a la prévalence du paludisme. Cette
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hypothese a été confirmée dans une étude complémentaire ou nous avons évalué I’association
de ce polymorphisme avec la gravité de la maladie chez les enfants. Les mécanismes qui
sous-tendent cette association sont probablement en lien avec le métabolisme mitochondrial
de la vitamine B12. Parallélement, cette étude nous a également permis de montrer une
association paradoxale entre la réplétion en folates et la gravité de la maladie. La aussi, les
hypotheses mécanistiques doivent étre précisées, mais pourraient reposer sur le besoin
important d’un point de vue métabolique du paludisme en dérivés co-enzymatiques des
folates.

Enfin, le troisieme aspect de notre these a permis également de montrer une association
favorable de I’alléle T de MTHFR avec I’hépatite virale. Il ouvre également des perspectives
quant a I’association entre vitamine B12, folates et homocystéine et la concentration
plasmatique en HDL et ApoA, dans le syndrome métabolique. Ces associations peuvent, peut-
étre, représenter un lien mécanistique dans I’association largement décrite dans la littérature

entre I’hyperhomocystéinémie et le risque vasculaire.
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